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Neste trabalho, investigamos o envolvimento da adenosina no edema de pele dorsal de 
rato e na hipotensão causada por peçonhas ofídicas do gênero Bothrops. Em pele de rato, 
a adenosina (Ado; 0.1-1000 g/sítio) e as peçonhas (0.1-100 g/sítio) de B. alternatus 
(Balt), B. jararaca (Bjar) e B. jararacussu (Bjssu) causaram edema dependente da dose 
que atingiu o máximo com ~30 g/sítio (para peçonhas). A co-injeção de teofilina (Teo; 
25 nmol/sítio), antagonista não seletivo dos receptores de adenosina, inibiu 
significativamente este edema em 60% (Ado), 58% (Balt), 38% (Bjar) e 46% (Bjssu). O 
8-SPT (10 nmol/sítio), antagonista mais seletivo que a Teo, inibiu o edema causado por 
Ado- e peçonha de Balt em 76% e 51%, respectivamente. Na presença de antagonistas 
dos receptores de adenosina o edema induzido pela peçonha (10 g/sítio) foi inibido em 
33-59% com o antagonista dos receptores A1 DPCPX (3 µmol/kg, i.v., 15 min antes), em 
60-73% com o antagonista dos receptores A2A CSC (30 nmol/sítio, co-injetado), em 53-
64% com o antagonista dos receptores A2B DMPX (100 nmol/sítio, co-injetado) e em 38-
57% com o antagonista dos receptores A3 MRS1523 (100 nmol/sítio, co-injetado). Os 
inibidores da 5´-nucleotidase (5´-NT) o ácido vanílico (AV, 1 nmol/sítio) e AMP-CP (3 
g/sítio) inibiram o edema induzido pela peçonha de Balt (10 g/sítio) em 47% e 81%, 
respectivamente. O edema induzido pela peçonha de Balt não foi afetado por diálise ou 
ultrafiltração. A cromatografia da peçonha de Balt por gel filtração resultou em quatro 
picos principais, dos quais o pico 1 continha os componentes de alta massa molecular e 
também as atividades de 5´-NT, fosfodiesterase e fosfatase alcalina.  O pico 1 foi o único 
a produzir edema significativo que foi marcadamente inibido pelo AV e pelos 
antagonistas dos receptores de adenosina, com perfil semelhante ao da peçonha. A 
atividade 5´-NT da peçonha e do pico 1 foi inibida por AV (1 mM) em ~60% e 50%, 
respectivamente. Em ratos anestesiados, a peçonha de Balt causou hipotensão reversível 
sem óbitos (0,5 mg/kg, i.v.) ou hipotensão irreversível, com bradicardia, falência 
respiratória e morte de todos os ratos (0,75 mg/kg, i.v.). O pré-tratamento com Teo (0,5 
mg/kg, i.v.) reverteu parcialmente a hipotensão enquanto que o 8-SPT (10 mg/kg, i.v.) 
aboliu esta resposta completamente. O pré-tratamento com DPCPX (6 mg/kg, i.v.) 
atenuou significativamente a hipotensão, enquanto que o CSC e DMPX (6 mg/kg, i.v., 
cada) tiveram efeito mínimo e o MRS1523 (6 mg/kg, i.v.) não mostrou efeito. Com a 
dose letal de peçonha, os antagonistas dos receptores A1, A2A e A2B atenuaram a 
hipotensão inicial em ~50%, promoveram uma recuperação rápida e protegeram contra a 
morte; o bloqueio dos receptores A3 prolongou a sobrevida mas não aboliu a hipotensão 
progressiva. A co-injeção do AV (1 mg/kg, i.v.) e o pré-tratamento com AMP-CP (0,125 
mg/kg, i.v.) aboliram a hipotensão. Juntos, estes resultados indicam que a adenosina e a 
5´-NT participam do edema e da hipotensão causados por peçonhas botrópicas, e que 
estes dois compostos derivam primariamente do hospedeiro e não da peçonha.  
 
Palavras-chaves: adenosina, edema de pele de rato, hipotensão, letalidade, 5´-



















In this work, we investigated the involvement of adenosine in rat dorsal skin edema and 
hypotension caused by Bothrops snake venoms. In rat skin, adenosine (Ado; 0.1-1000 
g/site) and the venoms (0.1-100 g/site) of B. alternatus (Balt), B. jararaca (Bjar) and 
B. jararacussu (Bjssu) caused dose-dependent edema that was maximal at ~30 g/site 
(for venoms). Co-injection of theophylline (Theo; 25 nmol/site), a non-selective 
adenosine receptor antagonist, significantly inhibited this edema by 60% (Ado), 58% 
(Balt), 38% (Bjar) and 46% (Bjssu). 8-SPT (10 nmol/site), a more selective antagonist 
than Theo, inhibited Ado- and Balt venom-induced edema by 76% and 51%, respectively. 
Incubation with adenosine  receptor antagonists inhibited venom (10 g/site)-induced 
edema by 33-59%  for the A1 receptor antagonist DPCPX (3 µmol/kg, i.v., 15 min 
before),  60-73% for the  A2A  receptor antagonist CSC (30 nmol/site, co-injected), 53-
64% for the A2B receptor antagonist DMPX (100 nmol/site, co-injected) and 38-57% for 
the A3 receptor antagonist MRS1523 (100 nmol/site, co-injected). The 5´-nucleotidase 
(5´-NT) inhibitors vanillic acid (VA, 1 nmol/site) and AMP-CP (3 g/site) inhibited Balt 
venom (10 g/site)-induced edema by 47% and 81%, respectively. Balt venom-induced 
edema was unaffected by dialysis or ultrafiltration. Gel filtration of Balt venom yielded 
four major peaks, of which peak 1 contained high molecular mass components, including 
5´-NT, phosphodiesterase and alkaline phosphatase activities. Peak 1 was the only peak 
to produce significant edema that was markedly inhibited by VA and by adenosine 
receptor antagonists (similar profile to that seen with venom). Venom and peak 1 5´-NT 
activity was inhibited by VA (1 mM) by ~60% and 50%, respectively. In anesthetized 
rats, Balt venom caused reversible hypotension with no deaths (0.5 mg/kg, i.v.) or 
irreversible hypotension, with bradycardia, respiratory failure and death of all rats (0.75 
mg/kg, i.v.). Pretreatment with Theo partially attenuated venom (0.5 mg/kg, i.v.)-induced 
hypotension whereas 8-SPT (10 mg/kg, i.v.) completely abolished the response. 
Pretreatment with DPCPX (6 mg/kg, i.v.) significantly attenuated by venom-induced 
hypotension, whereas CSC and DMPX (6 mg/kg, i.v., each) had only a minimal effect 
and MRS1523 (6 mg/kg, i.v.) had no effect. With the lethal venom dose, the A1, A2A and 
A2B receptor antagonists attenuated the initial hypotension by ~50%, promoted rapid 
recovery and prevented death; A3 receptor antagonism prolonged the survival time but 
did not prevent progressive hypotension. Co-injection of VA (1 mg/kg, i.v.) and 
pretreatment with AMP-CP (0.125 mg/kg, i.v.) effectively abolished the hypotension. 
Together, these results indicate that adenosine and 5´-NT have a role in Bothrops venom-
induced edema and hypotension, with these two components deriving primarily from the 
host animal and not from the venom. 
 

























1.1. SISTEMA PURINÉRGICO  
As purinas são bases nitrogenadas que apresentam uma estrutura cíclica fechada. 
As principais bases para purinas são: adenina, guanina, hipoxantina, xantina e ácido úrico 
(unidade básica dos ácidos nucleicos). Qualquer junção destas bases que tenha ligação com 
uma molécula de açúcar N-glicosídico resulta nos compostos chamados nucleosídeos ou 
purinas nucleosídeos, tais como adenosina e guanosina. Os 5’-nucleosídeos, quando se 









Figura 1. (A) Estrutura das purinas adenina e guanina. (B) Esquema de um nucleotídeo 
que consiste de uma base nitrogenada (adenina ou guanina), um açúcar N-glicosídico (ribose ou 
desoxirribose) e uma cadeia lateral de trifosfato (o exemplo mostrado: adenosina 5´-trifosfato). (C) 
Tabela mostrando a formação dos nucleosídoes de purinas. [4]. 
A adenosina é encontrada sob a forma livre no citosol de todas as células e é 
liberada durante a hidrólise de ATP, ADP e AMP [5]. A adenosina tem um papel 
Nucleosídeos de purinas 
 Cadeia de fosfato 
Base Mono Di Tri 
Adenina AMP ADP ATP 
Guanina GMP GDP GTP 
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importante na regulação da oxigenação tecidual, disparo neuronal, liberação de 
neurotransmissão e respostas citoprotetoras [6]. Também estimula crescimento tumoral, 
proliferação celular, angiogenesis e imunossupressão quando em altas concentrações 
extracelulares [7]. Há ampla evidência do papel da adenosina como neurotransmissor e 
neuromodulador no sistema nervoso central [5], bem como importante transmissor na 
junção neuromuscular de músculo esquelético [8]. Embora a adenosina tenha diversas 
funções intracelulares, é sua liberação durante o metabolismo do ATP e sua subsequente 
ação extracelular através da ativação de receptores específicos que tem recebido bastante 
atenção nos últimos anos, conforme descrito mais adiante. 
 
 
1.1.1. Classificação dos receptores purinérgicos 
Em termos de classificação, há duas grandes famílias de receptores para purinas (receptores 
purinérgicos), conforme proposta originalmente por Burnstock [9,2]: os receptores de 
adenosina P1 ou A que se ligam à adenosina e, em alguns casos, à inosina, e que estão 
acoplados a proteínas G [3,10], e os receptores P2, dos quais existem dois subtipos: os 
P2Y(1-14) que se ligam aos nucleotídeos ATP, ADP, UTP e UDP [11,12,13] e os receptores 
P2X(1-7) que são receptores ionotrópicos, ou seja, o próprio receptor serve também como 
canal iônico cuja abertura é ativada pela ligação do ligante (adenosina); estes canais 
transportam Ca2+, K+ e Na+. Os receptores P1 (A) e P2 têm uma ampla distribuição em 
muitos organismos, incluindo plantas, bactérias, protozoários, invertebrados e vertebrados, 
e em muitos tecidos [14]. Os receptores para adenosina (A) pertencem à superfamília de 
receptores acoplados a proteínas G e são divididos em quatro subtipos (A1, A2A, A2B e A3) 
baseado na seletividade por agonistas e antagonistas [2,3,15] (Fig. 2; Tabela 1). Os subtipos 
A1 e A3 atuam via proteína Gi/o inibindo a adenilil ciclase (AC) e diminuindo o AMPc, 
enquanto que os subtipos A2A e A2B atuam via proteína Gs estimulando a AC e aumentando 
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AMPc intracelular; o subtipo A3 também interage com proteína Gq/11, levando à ativação da 
fosfolipase C (PLC) [3, 16,10,15]. Em tecido cardíaco, os receptores A1 e A3 estão 
distribuídos principalmente nas células de miocárdio enquanto os receptores A2 estão 












Figura 2. Classificação dos receptores de adenosina (P1 e P2) e suas principais vias de 
sinalização. AC – adenilil ciclase; cAMP – adenosina monofosfato cíclico; DAG – 
diacilglicerol; Gs e Gi – proteína G estimulatória e G inibitória, respectivamente (ambas 





Tabela 1. Principal distribuição, agonistas, antagonistas e mecanismos de transdução 
dos receptores purinérgicos P1.[18]. 
 
Receptores P1  Distribuição  Agonistas Antagonistas Mecanismo de 
transdução 









Gi/Go :     cAMP 
     
A2A Cérebro, coração, 
pulmão, baço 
Células endoteliais 
NECA>CGS 21680, KW6002 
CSC (não seletivo) 
Gs :      cAMP 
     







Gs :      cAMP 
     






Gi/Go :     cAMP 
Gq/G11 : ativação de PLC-β 
 
1.1.2. Formação intracelular e extracelular de adenosina  
Intracelularmente, o ATP pode ser hidrolisado pela ação da adenilil ciclase para 
produzir AMPc, importante segundo mensageiro em diversos tecidos. O AMPc por sua vez 
é degradado por fosfodiesterase (PDE) em AMP e, depois, por 5´-nucleotidases (5´-NT) em 
adenosina. Ao mesmo tempo, o ATP pode ser transportado para o meio extracelular onde, 
por ação das enzimas ecto-fosfodiesterase (ecto-PDE) e ecto-5’-NT, é degradado em AMP e 
adenosina, respectivamente [8,16,19]. A presença de adenosina extracelular na circulação 
deriva essencialmente do metabolismo de ATP e ADP liberados para o meio extracelular 
em situações de estresse celular. Uma vez liberados, estes compostos podem funcionar 
como moléculas de sinalização ativando receptores P2 purinérgicos (receptores P2Y 
acoplados a proteínas G ou receptores P2X ionotrópicos). Por outro lado, tanto ATP quanto 




a adenosina. Na sequência geral, ATP (ou ADP) é convertido em AMP pela enzima CD39, 
também conhecida como ecto-nucleotídeo trifosfato difosfoidrolase (ENTDP – 
ectonucleotide triphosphate diphosphohydrolase-1), e o AMP por sua vez é convertido em 
adenosina pela enzima CD73, também conhecida como ecto-5'-NT. A adenosina assim 
produzida pode estimular os vários subtipos de receptores P1 (A1, A2A, A2B e A3). Além de 
ativar os receptores P1, a adenosina pode ser captada pelas células endoteliais através de 
transportadores específicos (ENT1 e ENT2), e dentro da célula pode ser fosforilada pela 
enzima adenosina cinase para formar AMP, que subsequentemente pode ser convertido em 






























Figura 3. A formação de adenosina extracelular, e.g., na vasculatura, a partir do metabolismo do 
ATP e do AMP. A – adenosina, ADA – adenosina desaminase, AK – adenosina cinase, CD39 – 
ectonucleotídeo trifosfato difosfoidrolase, CD73 – ecto-5'-nucleotidase, ENT1/2 – transportador de 
adenosina. Fonte: [20]. 
 
Além da produção de adenosina a partir do metabolismo do ATP/ADP, pode 
haver liberação de adenosina diretamente por células em diversas situações como o estresse 
oxidativo e isquemia/hipóxia [21,22,23]. Nestes casos, a liberação de adenosina é 
considerada como parte de um mecanismo de proteção do tecido contra dano excessivo 
devido sua ação vascular (vasodilatação) que ajuda a melhorar a reperfusão e irrigação do 
tecido isquêmico [24]. Neste cenário, a ativação da proteína cinase C (PKC) intracelular 
pela isquemia resulta na ativação da ecto-5'-nucleotidase, enzima fundamental na produção 
da adenosina extracelular. A adenosina, por sua vez, é cardioprotetor, diminuindo o 
tamanho da lesão isquêmico. Além disso, em indivíduos com insuficiencia cardíaca crônica, 
há um aumento na atividade ecto-5'-nucleotidase no sangue e miocárdio, o que pode 




1.1.3. Ações fisiológicas dos receptores de adenosina 
As purinas, principalmente adenosina, têm papéis importantes no sistema 
cardiovascular através da ativação dos vários subtipos destes receptores [5,18], inclusive na 
regulação da permeabilidade vascular [25]. A seguir, descrevemos algumas ações 
cardiovasculares destes receptores. 
 
1.1.3.1. Receptores A1 
 Estes receptores estão envolvidos na bradicardia, inibição de lipólise, redução da 
filtração glomerular e natriurese, antinocicepção, redução da atividade central dos nervos 
colinérgicos e noradrenérgicos, inibição pré-sináptica da neurotransmissão excitatória e pré-
condicionamento isquêmico [26,27,28,29 ,30,31,32,33]. Eles também modulam as 
consequências funcionais do sono [10]. A ativação dos receptores A1 na medula espinhal 
pode produzir antinocicepção em quadros de dor inflamatória e neuropática [27,26,34]. A 
cardioproteção da adenosina é mediada por receptores A1 [35]. 
 
1.1.3.2. Receptores A2A/B  
 O relaxamento vascular causada pela adenosina é mediada por receptores A2A/2B que 
interagem com AC levando à formação da AMPc [36,17,37]. Os receptores A2A estão 
envolvidos na regulação da integração sensoromotor nos gânglios basais, inibição da 
agregação plaquetária e leucócitária, e vasodilatação [38,20,39,40]. Também contribuem 
para a reversão de hipertensão arterial pulmonar [41]. Já os receptores A2B estão envolvidos 
na liberação de mediadores inflamatórios e relaxamento do músculo liso, além de regular a 






1.1.3.3. Receptores A3 
Os receptores A3 estão envolvidos na liberação de mediadores e modulação da 
função dos receptores A1 [13, 43]. No coração, a ativação de receptores A3 desencadeia 
cardioproteção em condições de isquemia-reperfusão em músculo liso vascular [44]. Os 
receptores A3 também estão envolvidos no mecanismoe de atenuar a permeabilidade 
pulmonar e e inflamação induzida por LPS, restaurando a barreira vascular após lesão 
pulmonar induzida por LPS in vivo [45, 46]. Também está associado à proteção cerebral 
e cardíaca, assim como na modulação do crescimento celular após sua ativação seletiva 
[47] por isso ele é reconhecido em estudos como responsável por manter a integridade 
endotelial microvasculatura [48]. 
 
1.1.4. 5´-Nucleotidases e ecto-5´-nucleotidases endógenas 
A 5´-NT, uma fosfomonoesterase que é particularmente abundante no fígado, rins e 
sêmen, foi descrita pela primeira vez em coração e músculo esquelético cerca de 66 anos 
atrás por Reis [49], que propus que esta enzima hidrólise o fosfato esterificado no carbono 
5' dos açucares ribose e desoxirribose. A 5´-NT, que é essencialmente citosólica, é 
funcionalmente semelhante a ecto-5´-NT, enzima ancorada à superfície externa da 
membrana plasmática de muitas células, especialmente na vasculatura (células endoteliais e 
músculo liso vascular); de modo semelhante à 5´-NT intracelularmente, a ecto-5´-NT 
hidrolisa nucleosídeos monofosfatos extracelulares, formando o respectivo nucleósido e 
fosfato [7]. Pearson et al. [50] caracterizaram a atividade de 5´-NT e ecto-5´-NT utilizando 
em culturas de células endoteliais e músculo liso de aorta de porquinhos da índia e 
mostraram que essas enzimas têm papel importante na regulação da neurotransmissão, 
função de plaquetas e vasodilatação. Este achado confirmou o que havia sido proposto por 
Burnstock [1], quando ele afirmou que o modelo de transmissão purinérgica requer a 
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presença de ectonucleotidases que agem diretamente sobre o órgão efetor, e.g., neurônios, 
plaquetas e músculo liso.  
As 5´-NTs endógenas ocorrem em quatro formas, sendo uma forma ligada à 
membrana (ecto-5´-NT) e três formas solúveis; um das formas solúveis parece ser derivada 
da ecto-5´-NT ancorada a GPI e tem uma localização extracelular, já as duas formas 
solúveis citosólicas têm características semelhantes, mas podem ser diferenciadas com base 
na sua afinidade preferencial para o substrato AMP (5'-NT citoplasmática I) e IMP (5'-NT 
citoplasmática II) [51]. Zimermmann et al. [52] compararam os quatro maiores grupos de 
ectonucleotidases, a saber: ecto-nucleotídeo trifosfato difosfoidrolase (ENTDPases I e II), 
ecto-5’-nucleotidase (ecto-5´-NT), ecto-nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase 
(eNPPDase) e fosfatase alcalina. A NTPDase 1 e ecto-5’-NT presentes no endotélio 
vascular podem modular a progressão tumoral através de um papel imunossupressor, além 
de influenciar a neovascularização [53], a trombose e agregação plaquetária [54], a 
inflamação [55] e o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e imunológicas [56,57 
58,59]. Em reações inflamatórias, a adenosina liberada pela hidrolise do AMP extracelular 
atenua a ativação de células do sistema imune e reduz o tráfico de leucócitos [60].  
1.1.5. 5 -Nucleotidase ofídica 
Gulland e Jackson [61] foram os primeiros a mostrar a presença de 5´-NT em 
peçonhas ofídicas, e atualmente sabe-se que esta enzima tem ampla distribuição em 
serpentes [62,63,64,65,66,67,68,70,71,72], embora pouco ainda se sabe da sua estrutura 
[71]. Em alguns casos, existem isoformas da enzima na mesma peçonha [70]. Em 
mamíferos, a estrutura da 5´-NT tem sido analisada a partir do cDNA de fígado de rato [73] 
e placenta humana [74], que revela uma proteína de 548 aminoácidos de ~61 kDa, 
semelhante à massa molecular da 5´-NT de peçonhas ofídicas, que varia de 60 a 120 kDa 
[75,76,77,78,79], sendo que massas maiores geralmente representam formas 
homodiméricas, -triméricas e -tetraméricas da enzima [78,79]. Ogawa et al [78] clonou e 
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sequenciou a ecto-5´-NT da serpente asiática Gloydius blomhoffi brevicaudus. A sequência 
obtida mostrou homologia de 60% a 66% com a enzima de outros vertebrados (humano, 
boi, rato, camundongo e zebrafish) e 36% e 26% com carapato de boi e Escherichia coli, 
respectivamente. Parte da atividade desta enzima na peçonha de Gloydius blomhoffi 
blomhoffi está localizada em exossomos, vesículas derivadas do epitélio glandular e que são 
encontradas na glândula venenifera [78]. A 5´-NT ofídica tem pH ótimo entre 7,0 a 9,0, 
dependendo da espécie [80,79] e sua atividade é modulada por diversos íons bivalentes, tais 
como Ca2+, Mg2+, Mn2+, Ni2+ e Zn2+ [80,81]. A 5´-NT exerce atividade anticoagulante [82] 
e inibe agregação plaquetária [77,83,79], sendo esta última atividade mediada 
principalmente através da sua capacidade de degradar ADP liberada por plaquetas para 
gerar adenosina, que é inibitória para plaquetas. Ainda não há estudos sobre seu 
envolvimento no aumento de permeabilidade vascular ou alterações hemodinâmicas 
causadas por peçonhas. 
 
1.2. PURINAS EM PEÇONHAS 
A presença de purinas e seus derivados em peçonhas é conhecida há mais de 60 
anos, conforme resumido a seguir: 
Fischer e Dörfel [84]demonstraram a presença de adenosina em peçonhas da víbora 
Bitis arietans e do elapídeo Dendroaspis angusticeps e sugeriram que estes compostos 
podem contribuir para a hipotensão promovida por estas peçonhas. 
 Doery [85,86] registrou a presença de adenosina, ATP e compostos de guanina em 
peçonhas de vários elapídeos, tais como: Acanthopis antarcticus, Notechis scutatus, 
Dendroaspis angusticeps e Denisonia superba e também na de Bitis arietans; isolou 
guanosina, inosina e hipoxantina da peçonha de Notechis scutatus. 
 Wei e Lee [87] relataram que guanosina constitui ~1% da peçonha de Bungarus 
multicintus, mas que ela não contribui para a hipotensão causada pela peçonha em gatos. 
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Posteriormente, Eterovic [88] mostraram que o conteúdo de guanosina livre nesta peçonha 
era de ~10%. 
Lin e Lee [89] sugeriram que contaminação por nucleosídeos poderia explicar a 
detecção de carboidratos (ribose ou desoxirribose) em muitas neurotoxinas aparentemente 
puras de elapídeos. 
Takasaki [90] identificaram adenosina, guanosina e inosina na peçonha da serpente 
coral asiática Maticora (=Calliophis) bivirgata. 
Aird [67] propos a primeira hipótese integrada sobre o possível papel de purinas, 
especialmente adenosina, em peçonhas e no envenenamento.  Nesta hipótese, sugeriu que 
estes compostos estivessem envolvidos na imobilização e morte da presa (através da 
hipotensão e bloqueio de neurotransmissão), e que estas purinas poderiam estar presentes na 
própria peçonha ou liberadas pela ação coordenada de várias enzimas da peçonha.  Apontou 
ainda a enzima 5´-nucleotidase (5´-NT) da peçonha como sendo central na liberação de 
adenosina a partir da adenosina monofosfato (AMP), de maneira análoga à atividade da 
ecto-5´-nucleotidase (ecto-5´-NT) endógena de vertebrados, mas que haveria também o 
envolvimento de diversas outras enzimas ofídicas nas ações de purinas, especialmente 
enzimas envolvidas na metabolização de ácidos nucleicos (DNA e RNA), nucleotídeos e 
nucleosídeos (ADPases, desoxirribonucleases, fosfatases ácida e alcalina, fosfodiesterases, 
ribonucleases, etc.). 
A Figura 4-I resume as principais vias de metabolização do ATP, ADP, AMP e 
adenosina intra- e extracelularmente, bem como as vias de atuação de adenosina via seus 
receptores A1, A2A/B e A3, enquanto a Figura 4-II resume as principais ações da adenosina 





















Figura 4-I. Metabolismo de ATP e seus produtos e sinalização pela adenosina. AC – adenilil 
ciclase; cAMP – adenosina monofosfato cíclico; Gs e Gi – proteína G estimulatória e G inibitória, 
respectivamente (ambas acopladas à AC); PDE – fosfodiesterase. Fontes: Vlajkovic et al. [9] e 



































Figura 4-II. Esquema mostrando a formação de adenosina por peçonhas e as principais 
ações deste mediador, bem como os receptores envolvidos no envenenamento. As toxinas 
do Grupo I representam enzimas da peçonha diretamente envolvidas na metabolização de 
ácidos nucléicos, nucleotídeos e nucleosídeos que podem dar origem à adenosina.  As 
toxinas do Grupo II representam enzimas que podem liberar ATP através de lesões 
celulares; este ATP por sua vez é metabolizado para liberar adenosina.  Fonte: Modificado 







Aird [68], através de análises por HPLC, avaliou a distribuição taxonômica e 
quantificou a presença de nucleosídeos (adenosina, guanosina, inosina, xantina e 
hipoxantina, citidina, timidina e uridina) nas peçonhas de 32 espécies de serpentes nas 
famílias Elapidae e Viperidae (subfamílias Crotalinae e Viperinae). Os compostos mais 
abundantes foram adenosina, guanosina e inosina, especialmente nas famílias Elapidae e 
Viperidae (subfamília Viperinae), entretanto, com poucas exceções, nenhum dos 
nucleosídeos foi detectado em peçonhas da subfamília Crotalinae (Agkistrodon, Bothrops, 
Calloselasma e Crotalus da família Viperidae), inclusive na peçonha de Bothrops moojeni. 
De modo geral, as peçonhas também estavam destituídas de adenosina monofosfato. A 
ausência de adenosina e AMP livres em peçonha botrópica significa que qualquer efeito 
dessas peçonhas resultante da ativação de receptores purinérgicos será devido à liberação 
destes mediadores de outras fontes, tais como a hidrólise de ácidos nucléicos endógenos 
levando, à formação de nucleosídeos livres.  
Teixeira-Ferreira e Alves [92] detectaram e caracterizaram uma ADPase da 
peçonha de B. jararaca envolvida em hidrólise de nucleotídeos e que é insensível à inibição 
por cisteína e NaF. 
Sales e Santoro [69] avaliaram a distribuição de nucleotidases (ADPase, ATPase, 
fosfatase alcalina, fosfodiesterase e 5´-NT) e DNase em peçonhas botrópicas, e detectaram 
estas atividades em todas as peçonhas avaliadas. 
Dhananjaya e D’Souza [93] em três artigos de revisão, reforçaram a proposta 
inicial de Aird (2002) e atualizaram as evidências para a atuação de nucleotidases (5´-NT), 
nucleases (DNase, RNase e fosfodiesterase), e fosfatases nas ações biológicas de peçonhas.  
Cintra-Francischinelli et al. [94] demonstraram a liberação de ATP de músculo 
esquelético e células de músculo esquelético (C2C12) em cultura por PLA2 miotóxicas 
(miotoxinas  I e II, ou Mt-I e Mt-II) da peçonha de Bothrops asper, e sugeriram que o 
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liberado ATP é importante mediador da mionecrose e dor causadas por estas toxinas devido 
à capacidade do ATP de ativar o receptor purinérgico ionotrópico P2X7, que permite o 
fluxo de Ca2+, K+ e Na+, especialmente o efluxo de K+. 
Tonello et al. [95] demonstraram que a Mt-II (uma Lys49-PLA2, sem atividade 
catalítica), mas não a Mt-I (uma Asp49-PLA2, com atividade catalítica), é citotóxica para 
macrófagos de camundongo e também para linhas celulares estabelecidas de macrófagos. 
Esta citotoxicidade é mediada pela liberação de Ca2+ intracelular em resposta à ligação de 
Mt-II a um receptor membranar específico.  O aumento de Ca2+ citosólico estimula o canal 
de ATP que transporta ATP para fora da célula, e este ATP extracelular, por sua vez, se liga 
aos receptores purinérgicos (PX e PY) dos próprios macrófagos, levando à liberação de 
mais ATP (‘liberação de ATP estimulada por ATP’). Além disso, o ATP extracelular ativa 
vias de sinalização intracelulares que levam a alterações estruturais na membrana celular, 
resultando na inserção de mais Mt-II e subsequente lise celular. 
Caccin et al. [96], dando continuidade ao trabalho de Cintra-Francischinelli et al. 
[94], mostraram que a peçonha de B. asper libera menos ATP que as miotoxinas I e II desta 
espécie, e atribuíram isso ao alto conteúdo de nucleotidases presentes na peçonha.  Estas 
enzimas seriam as responsáveis em degradar ATP, ADP e AMP para formar, em última 
análise, a adenosina, que seria um dos principais mediadores (se não o principal) da 
hipotensão, coagulopatia e inflamação sistêmicas causadas pela peçonha.   
Apesar das várias sugestões sobre a participação de purinas e seus derivados na ação 
de peçonhas, até o momento há poucos estudos farmacológicos investigando o papel destes 
compostos no envenenamento, embora existam evidências para a atuação de 5´-NT e outras 
enzimas. Os trabalhos de Cintra-Francischinelli et al. [94,95] e Caccin et al. [96]que 
examinaram essencialmente vias purinérgicas representam um início nesta área, mas ainda 
há muito que precisa ser esclarecido. Assim, continua valendo hoje a conclusão do Aird 
[67] quando disse: 
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“Direct experimental evidence from venom studies is still lacking for most of the 
hypotheses presented herein, but pharmacological research in other fields provides 
ampled evidence to suggest that they are probably correct and that they are worthy 





































Tendo em vista que as peçonhas botrópicas são ricas em enzimas envolvidas na 
metabolização de purinas [67,69], e que ainda não há estudo farmacológico investigando o 
possível envolvimento de receptores de adenosina na ação destas peçonhas, neste trabalho, 
investigamos o papel do sistema de adenosina nas alterações de permeabilidade vascular 
causadas pelas peçonhas de Bothrops alternatus, Bothrops jararaca e Bothrops 
jararacussu, e na resposta hemodinâmica à peçonha de B. alternatus através do uso de 
antagonistas dos receptores A1, A2A/2B e A3, e dos inibidores da atividade 5´-NT, ácido 
























3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. REAGENTES E PEÇONHAS 
Adenosina, AMP, albumina bovina, os agonistas e antagonistas dos receptores A1, 
A2 e A3, 8-sulfofenilteofilina (8-SPT), teofilina e uretana foram adquiridos da Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Para os receptores A1 o agonista foi N
6-
ciclopentiladenosina (CPA) e o antagonista foi 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (CPX ou 
DPCPX). Para os receptores A2A/2B o agonista foi 5´N-etilcarboxiamidoadenosina (NECA) 
e os antagonistas foram 8-(3-clorostiril) cafeína (CSC) para A2A e 3,7-dimetil-1-
proprargilxantina (DMPX) para A2B. Para os receptores A3 o agonista foi N
6-[3-iodobenzil]-
N-metil-5´-carboxiamidoadenosina (IB-MECA) e o antagonista foi 3-propil-6-etil-5-
[(etiltio)carbonil]-2-fenil-4-propil-3-piridina carboxilato (MRS1523). Para 5´-ecto-NT 
foram usados os inibidores ácido vanílico e adenosina 5’-(α,β-metileno)difosfato (AMP-
CP). A albumina marcada com I125 foi fornecida pela Dra. Maria Tereza Ribela do IPEN, 
São Paulo. O tiopental sódico foi adquirido da Cristália (Itapira, SP).  
As peçonhas de B. alternatus, B. jararaca e B. jararacussu extraídas de exemplares 
adultos de ambos os sexos foram obtidas do Centro de Extração de Toxinas Animais 
(CETA, Morungaba, SP). 
 
3.2. ATIVIDADES BIOLÓGICAS 
3.2.1. Animais 
Ratos machos Wistar (200-250 g) obtidos do CEMIB-UNICAMP foram mantidos a 
22 oC em gaiolas plásticas (5/gaiola) sob cíclo de luz/escuro de 12 h com acesso livre à agua 
e ração (Purina®). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no 
uso de Animais (CEUA/UNICAMP, protocolo no 1318-1) e foram realizados seguindo as 
recomendações éticas da Sociedade Brasileira de Ciência de Animais de Laboratório 
(SBCAL; http://www.cobea.org.br/conteudo/view?ID_CONTEUDO=65) e a legislação 
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brasileira (Lei Federal no. 11,794, de 8 de outubro de 2008), em conjunto com as diretrizes 
para experimentação animal estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de 




3.2.2. Permeabilidade vascular 
Para investigar o envolvimento de adenosina nas alterações de permeabilidade 
vascular causadas pelas peçonhas, ratos foram anestesiados com tiopental (50 mg/kg, i.p.) e, 
uma vez atingido um nível de anestesia adequado (determinado pela perda de reflexos pedal 
e córneo), a superfície dorsal foi depilada e agonista (adenosina ou agonista seletivo) ou 
peçonha e fração cromatográfica  (0,1 - 100 g/sítio) foi injetado (volume fixo de 100 
µl/sítio) usando um esquema de seleção randomizada para os sítios de injeção. Trinta 
minutos antes do processo e eutanásia, os ratos receberam (125I- ASH albumina sérica 
humana (2,5 µCi/rato-1, i.v., via uma veia peniana), o corante azul de Evans (25mg/kg, i.v., 
[99] foi usado como marcador visual para identificar os sítios de injeção. Imediatamente 
antes da eutanásia, (2 mL) de sangue foram coletados por punção cardíaca e transferidos 
para os tubos de polipropileno contendo 100 µL de ser centrifugado (4.000 x g, 10 min, 
temperatura ambiente) para separação do plasma. Em seguida, duas alíquotas de 100 µl 
cada foram removidas para determinação da quantidade de albumina circulante. Após a 
eutanásia nos ratos com overdose de anestésico isoflurano, os sítios de pele injetados com 
agonista ou peçonha foram recortados e os níveis de radioatividade determinados num 
contador de radiação gama, juntamente com as amostras de sangue. A quantidade de 
extravasamento proteico foi expressa em microlitros de plasma extravasado em cada local 
da pele baseado na radioatividade detectada na amostra de sangue 1 mL. 
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Os agonistas usados na avaliação da permeabilidade vascular foram adenosina 
(Ado, não seletivo; 100 nmol/sítio), CPA (agonista A1), NECA (agonista A2A/2B) e IB-
MECA (agonista A3) (3 nmol/sítio, cada), diluídos em solução tyrode na concentração em 
g/L, (NaCl 8,0, KCl (0,2), MgCl (0,26), CaCl (0,20,) NaH2PO4 (0,065), NaHCO3 (1,0), 
Glicose (1,0) . Os antagonistas usados foram: DPCPX (A1; 3 µmol/kg, i.v., 15 min antes), 
CSC (A2A; 30 nmol/sítio, co-injetado) diluídos em salina e 5 % de DMSO. DMPX (A2B; 
100 nmol/sítio, co-injetado) e MRS1523 (A3; 100 nmol/sítio, co-injetado) diluídos em 
solução tyrode. 
 
3.2.3 Pressão arterial de ratos anestesiados 
Para avaliar o envolvimento de adenosina na ação hemodinâmica da peçonha de B. 
alternatus, ratos foram anestesiados com uretano (2 g/kg, i.p.) e canulados para registro da 
pressão arterial (artéria carótida) e administração de agentes testes (salina, peçonha, fração 
cromatográfica, agonistas e antagonistas; veia femoral). Após 20 min para estabilização, os 
agentes testes (agonistas ou peçonha de B. alternatus) foram administrados em 100 µl, 
seguida por lavagem da cânula com 100 µl de salina 0,9%. As alterações pressóricas foram 
monitoradas continuamente em sistema computadorizado (PowerLab System, 
ADInstruments) por 120 min. A frequência cardíaca foi determinada diretamente dos 
registros da pressão e a frequência respiratória foi contada manualmente. Quando 
necessário, os antagonistas (DPCPX, CSC, DMPX e MRS1523, 6 mg/kg, i.v.) foram 
administrados 15 a 30 min antes dos agonistas (CPA, NECA e IB-MECA, 3 ug/kg, i.v.; 
adenosina, 600 g/kg, i.v.) ou peçonha e fração cromatográfica (0,25 mg/kg e 0,5 mg/kg 
dose não letal e 0,75 mg/kg – dose letal, i.v.). Para a Adenosina realizamos curvas de (0,3 a 
2 mg/kg). Já para os demais agonistas foram realizadas curvas de (1 a 10 ug/kg, i.v). 
Resultados não mostrados, sendo que após a análise com respaldo da literatura escolhemos 
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as respectivas doses apresentadas no trabalho. Os veículos para diluir os agonistas foram 
salina 0,9% ou DMSO 5 %, que também foram usados como controle.  
 
3.3. ESTUDOS BIOQUÍMICOS 
3.3.1. Diálise e ultrafiltração 
Para avaliar a possível presença de purinas (principalmente adenosina) na peçonha 
de B. alternatus, a mesma foi dialisada contra uma solução de Tyrode a 4 oC por 24 h, com 
três trocas de solução, utilizando membrana de diálise de celulose (limite de corte nominal: 
2 kDa). Em alguns casos, a peçonha também foi ultrafiltrada por centrifugação utilizando 
filtros com limite de filtração de 2 kDa (Millipore). 
 
3.3.2. Cromatografia de Exclusão molecular 
Para identificar a fração da peçonha de B. alternatus responsável pelo aumento de 
permeabilidade, a peçonha (30 mg) foi dissolvida em Tris-HCl 0,05 M, pH 7,4, e fracionada 
numa coluna (1,6 x 60 cm) de Superdex 75, equilibrada com o mesmo tampão. Frações de 2 
ml foram coletadas a um fluxo de 0,5 ml/min e o perfil de eluição foi monitorado a 280 nm, 
num sistema de cromatografia ÄKTAprime. Os picos foram testados para atividades 
enzimáticas (fosfatase alcalina, 5'-nucleotidase e fosfodiesterase) e alíquotas de cada pico 
foram analisadas por SDS-PAGE em géis de poliacrilamida de 15%. Após a corrida 
eletroforética, os géis foram corados com coloração de prata. 
 
3.3.3. Quantificação de proteína 
O conteúdo proteico da peçonha e das frações cromatográficas foi determinado 





3.3.4. Atividades enzimáticas 
3.3.4.1. Fosfatase alcalina 
A atividade fosfatase alcalina foi monitorada pela formação de p-nitrofenol a partir 
do p-nitrofenilfosfato [101]. A mistura da reação continha 500 l de tampão glicina 0,1 M 
NaOH, pH 9,5, 150 l de MgCl2 10 mM, 600 l de p-nitrofenilfosfato 5 mM, 200 l de 
água destilada e 50 l de peçonha. As amostras foram incubadas a 37 oC por 60 min, e a 
reação então interrompida por adição de 500 l de NaOH 0,05 M.  A absorbância final foi 
lida a 405 nm em leitor de placas de ELISA SpectraMax 340 (Sunnyvale, CA, EUA). Uma 
unidade de atividade foi definida como o aumento de 0,001 unidades de absorbância de A405 
nm/min. 
3.3.4.2. Fosfodiesterase 
A atividade fosfodiesterásica foi avaliada conforme descrito por [102]. A mistura de 
reação continha 100 l de substrato (1 mM bis(p-nitrofenil)-fosfato em tampão glicina 0,1 
M-NaOH, pH 8,9), 75 l de tampão glicina-NaOH, 25 l de MgSO4 30 mM e 50 l de 
peçonha num volume final de 250 l.  Após incubação à 37 oC durante até 60 min, a reação 
foi interrompida adicionando-se 50 l de NaOH 0,05 M e a absorbância resultante foi lida 
em 400 nm em leitor de placas. Uma unidade de atividade foi definida como o aumento de 
0,001 unidades de absorbância de A400 nm/min.  
3.4.3.3. 5’-Nucleotidase 
A atividade 5’-nucleotidase foi determinada incubando-se 100 l de tampão glicina 
1,0 M NaOH, pH 9,0, 100 l de MgCl2 0,1 M, 300 l de 5’-AMP 0,01 M, 20-100 l de 
peçonha e água destilada para dar um volume final de 1,0 ml.  Após incubação por 15 min à 
37 oC, a reação foi terminada e o fosfato inorgânico liberado foi quantificado conforme 
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descrito por Ames [103,104] para a segunda etapa do ensaio]. Uma unidade de atividade foi 
definida como o aumento de 0,001 unidades de absorbância de A820nm/min.  
 
3.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados foram expressos como média ± EPM. As comparações estatísticas 
foram feitas usando-se (1) o teste t de Student para comparações envolvendo apenas dois 
grupos, e (2) análise de variância (ANOVA) de uma via e/ou 2 vias seguido pelo teste de 
Bonferroni quando havia múltiplas comparações. Um valor de p<0,05 indicava 
significância. Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o Software Prisma V5 
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4. RESULTADOS  
4.1. PERMEABILIDADE VASCULAR 
4.1.1. Curva dose-efeito para adenosina e as peçonhas botrópicas  
A Fig. 5 mostra o aumento de permeabilidade vascular (expressa como volume de 
extravasamento de proteínas plasmáticas) causado pela injeção intradérmica de adenosina 
(0,1-1000 nmol/sítio, n=5) e das peçonhas de B. alternatus, B. jararacussu e B. jararaca 
(0,1-100 g/sítio, n=5 cada) em ratos. De modo geral, com as peçonhas, o extravasamento 
tornou-se significativo a partir de 1 g/sítio (exceto com a B. jararacussu, que foi um pouco 
mais potente; 0,3 g/sítio) e alcançou a resposta máxima por volta de 30 g/sítio. Na curva 
para adenosina, houve um aumento significativo na permeabilidade a partir de 1 nmol/sítio 
e esse aumento continuou ao longo da faixa de doses testadas, ou seja, não foi observado 
um platô de resposta (ao contrário das peçonhas). Baseados nestas curvas, as doses de 10 
g/sítio e 100 nmol/sítio para as peçonhas e adenosina, respectivamente, foram usadas nos 
experimentos subsequentes.  
A figura 6 demonstra a curva dose efeito de adenosina e seus análogos induzindo o 
aumento da permeabilidade vascular numa maneira dose-dependente (IB-MECA > NECA 
>CPA > adenosine). A injeção Intradermal de adenosine (10 ± 1000 nmol sítio) e Agonista 
do receptor A1 N6-cyclopentyladenosine (CPA;1 ± 30 nmol sítio), receptor A2 5'N-
ethylcarboxamidoadenosine (NECA; 1 ± 30 nmol sítio), receptor A3 N6-(3-iodobenzyl)-N-
methyl-5'- carboxiamidoadenosina (IB-MECA; 0.01 ± 10 nmol sítio) causou um 
extravasamento de plasma considerado importante e significativo em pele de ratos 
diferentemente do extravasamento causado pela administração de solução tyrode. É 
importante ressaltar que o Agonista do receptro A3  IB-MECA, demonstrou-se na curva com 
uma caracterítica mais potente seguido de NECA (A2A/A2B) e A1. Com apenas uma dose 
entre 3 e 10 nmol/sítio o A3 e A2A/A2B apresentaram um extravasamento de 100 µl, 
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enquanto que o CPA atingiu esse ápice entre 10 e 30 nmol/sítio. Por sua vez a Adenosina 
que de fato representa a abertura de todos os receptores apresentou um aumento na curva à 
medida que a dose era aumentada e com 100 nmol/sítio apresentou o extravasamento de 
100 µl. 
 
4.1.2. Inibição pela teofilina e pela 8-SPT do aumento de permeabilidade causado por 
adenosina e peçonhas botrópicas  
A participação de purinas no aumento de permeabilidade induzido pelas peçonhas 
de B. alternatus, B. jararaca e B. jararacussu foi inicialmente investigada pela co-injeção 
de teofilina (25 nmol/sítio), um antagonista não seletivo para receptores de adenosina. A 
teofilina reduziu significativamente o extravasamento de plasma induzido por adenosina 
(controle positivo; inibição de 60%) e pelas peçonhas (inibição de 57%, 37% e 46% para B. 
alternatus, B. jararaca e B. jararacussu, respectivamente) (Fig. 7A). Para confirmar este 
achado, avaliamos também a inibição pela 8-sulfofenilteofilina (8-SPT; 10 nmol/sítio), um 
antagonista mais específico para os receptores de adenosina embora não seletivo entre eles. 
Da mesma forma que a teofilina, o 8-SPT inibiu significativamente o aumento de 
permeabilidade causado por adenosina (76% de inibição) e pela peçonha de B. alternatus 
(51%);  
Ao mesmo, tempo aproveitamos para testar um inibidor para a enzima 
fosfodiesterase (IBMX, 1 nmol/sítio), por sua vez, o IBMX, promoveu  uma inibição 
significativa do edema causado pela adenosina em (55%), enquanto que para a peçonha de 
B.alternatus a inibição foi de 51%. A inibição pelo 8-SPT frente à adenosina foi 
significativamente maior (p<0,001) que aquela observada com a Teofilina e com IBMX 
frente a este agonista, porém não foi significativamente diferente para peçonha na presença 

































































































































Figura 5. Extravasamento de plasma causado por adenosina (A) e pelas peçonhas de B. alternatus 
(B), B. jararaca (C) e B. jararacussu (D).  As colunas representam a média ± SEM de cinco 
ratos/grupo. A linha tracejada nos painéis corresponde ao extravasamento produzido pela solução de 

























































Figura 6. Curva dose efeito para o extravasamento de plasma em pele de rato induzido por 
(adenosina e agonistas dos receptores de adenosina A1 (CPA), A 2A/B (NECA) e A3 (IB-MECA). 
A linha tracejada corresponde ao extravasamento produzido pela solução de Tyrode sozinha. 
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Figura 7. Inibição por teofilina (Teo, 25 nmol/sítio) (A), por 8-SPT (10 nmol/sítio) (B) e ´por IBMX 
(1 nmol/sítio) (C) do aumento da permeabilidade vascular causada pela adenosina (Ado, 100 
nmol/sítio) e as peçonhas de B. alternatus (Balt), B. jararaca (Bjar) e B. jararacussu (Bjssu) (10 µg 
cada). Note que nos painéis B e C, apenas uma peçonha (B. alternatus) foi testada. As colunas 
(agonista sozinho – ■; agonista + teofilina, 8-SPT ou IBMX – □) representam a media ± SEM (n=5 
cada). A linha tracejada corresponde ao extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha. 




4.1.3. Efeito de antagonistas específicos dos receptores de adenosina sobre o aumento 
de permeabilidade causado por adenosina e peçonhas botrópicas 
 Baseado nos achados com a teofilina e 8-SPT que apontaram o envolvimento de 
purinas no aumento de permeabilidade causado por peçonhas botrópicas, investigamos o 
efeito de antagonistas seletivos dos vários receptores de adenosina sobre esta atividade das 
peçonhas. Baseamo-nos no trabalho de (Equisatto et al.[25] para nortear a escolha de doses, 
ao mesmo tempo procedemos às curva dose-efeito para todos os agonistas e antagonistas. 
 
4.1.3.1. Receptores A1 de adenosina 
O pré-tratamento de ratos com DPCPX (3 µmol/kg, i.v., 15 min antes), um 
antagonista seletivo para os receptores A1 de adenosina, reduziu significativamente o 
aumento da permeabilidade vascular na pele de ratos injetados com adenosina (100 
nmol/sítio; 74% de inibição), CPA (agonista seletivo para os receptores A1; 43% de 
inibição) e as peçonhas (inibição variável, entre 33% a 59%) (Fig. 8A; Tabela 2). 
 
4.1.3.2. Receptores A2A de adenosina 
A participação dos receptores A2A de adenosina no aumento da permeabilidade 
vascular induzidos pelas peçonhas de B. alternatus, B. jararaca e B. jararacussu foi 
investigada pela co-injeção de CSC-cafeína (30 nmol/sítio), um antagonista não seletivo 
para os receptores A2A de adenosina. A CSC reduziu significativamente o aumento da 
permeabilidade vascular induzido pela adenosina (69% de inibição), pelo NECA (agonista 
seletivo para os receptores A2A/2B; 64% inibição) e pelas peçonhas (60-73% de inibição) 





4.1.3.3. Receptores A2B de adenosina  
O envolvimento dos receptores A2B de adenosina no aumento de permeabilidade 
vascular induzido por peçonhas botrópicas foi avaliado co-injetando o DMPX, um 
antagonista seletivo para os receptores A2B (100 nmol/sítio), que reduziu significativamente 
o aumento de permeabilidade vascular induzido pela adenosina (66% de inibição), pelo 
NECA (agonista seletivo para os receptores A2A/2B; 50% de inibição) e pelas peçonhas (53-
64% de inibição) (Fig. 8C; Tabela 2). 
 
4.1.3.4. Receptores A3 de adenosina 
Para avaliar o papel dos receptores A3 no aumento de permeabilidade vascular 
induzido por peçonhas botrópicas, foi co-injetado o composto MRS1523, um antagonista 
seletivo para os receptores A3 (100 nmol/sítio). Este antagonista reduziu significativamente 
o aumento de permeabilidade vascular causado pela adenosina (86% de inibição), pelo IB-
MECA (agonista seletivo para receptores A3; 87% de inibição) e pelas peçonhas (38-57% 
de inibição) (Fig. 8D; Tabela 2). 
De modo geral, houve variação no grau de inibição do aumento da permeabilidade, 
não somente para o mesmo subtipo de receptor de adenosina entre as peçonhas, e.g., a 
inibição para os receptores A1 e A3 variava mais do que para os receptores A2A e A2B, mas 
também entre os subtipos de receptores para determinada peçonha, e.g., para B. alternatus a 
porcentagem de bloqueio variava entre 51% a 68%, enquanto para B. jararaca variava de 




Diante destes resultados realizamos um experimento envolvendo todos os 
antagonistas num coquetel no modelo de edema, pra saber de que forma ou como seria a 
resposta para o extravasametno causado pela adenosina ou peçonha de B. alternatus, e esse 
o mesmo inibiria todo o extravasamento plasma´tico causadopor ambos. A Figura 9 
representa a inibição que causada por este coquetel de antagonistas,que representou uma 
porcentagem de bloqueio de 34% para adensonina e 30% para peçonha. Observa-se que este 
efeito de inibição para o extravasamento plasmático foi menor do que o apresentado quando 








































































































































Figura 8. Inibição por antagonismo seletivo dos receptores A1 (A), A2A (B), A2B (C) e A3 (D) de 
adenosina do aumento de permeabilidade vascular causado por peçonhas botrópicas (10 g/sítio) em 
pele dorsal de rato. Como agonistas (controles positivos), foram usados a adenosina (Ado; 100 
nmol/sítio), CPA (10 nmol/sítio), NECA e IB-MECA (3 nmol/sítio, cada). Os antagonistas usados 
foram: (A) DPCPX (3 µmol/kg, i.v., 15 min antes), (B) CSC (30 nmol/sítio, co-injetado), (C) DMPX 
(100 nmol/sítio, co-injetado) e (D) MRS1523 (100 nmol/sítio, co-injetado). As colunas (controle – 
■; tratado com antagonista – □) representam a media ± SEM de cinco ratos.  A linha tracejada 
corresponde ao extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha.* p<0,05, **p<0,01 e 


















































































































Figura 9. Inibição por coquetel elaborado com os respectivos antagonistas dos receptores de 
adenosina, do aumento da permeabilidade vascular causada pela Aadenosina(100 nmol/sítio) ou 
peçonha de Balt (10 µg/sítio). Os pontos representam a media ± SEM de cinco ratos. A linha 
tracejada corresponde ao extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha. Tratamento  □ 












Tabela 2. Inibição por antagonistas dos receptores de adenosina do aumento de permeabilidade 


















      
 
As porcentagens indicam o grau de inibição do aumento de permeabilidade 
causado por agonistas e peçonhas observado na presença dos antagonistas.  
Os valores representam a média ± SEM (n=5 em cada caso). 
 
 
4.1.4. Inibição pelo ácido vanílico e AMP-CP do aumento de permeabilidade causado 
por peçonha botrópica 
Tendo em vista o achado de que antagonistas dos receptores de adenosina inibiram 
o aumento de permeabilidade causado por peçonhas botrópicas, e considerando que a 
adenosina é produzida a partir da clivagem do AMP pela 5´-nucleotidase, avaliamos se a 
inibição da 5´-nucleotidase pelo ácido vanílico ou AMP-CP influenciaria o aumento de 
permeabilidade causado por peçonha botrópica.  Nestes experimentos, usamos apenas a 
peçonha de B. alternatus uma vez que os perfis de inibição com os antagonistas dos 
receptores de adenosina eram semelhantes entre as três peçonhas.  









     
Agonista não seletivo     
     Adenosina 75±4 66±7 
 
66±9 86±6 
     
Agonista seletivo     
     CPA 60±5 - - - 
     NECA - 64±7 64±3 - 
     IB-MECA - - - 87±5 
     
Peçonha     
     B. alternatus 52±3 68±5 53±4 57±8 
     B. jararaca 33±2 60±8 64±2 38±5 





A Figura 10A mostra que a co-injeção do ácido vanílico (1 nmol/sítio) inibiu de 
modo significativo o aumento de permeabilidade vascular produzido pela peçonha de B. 
alternatus (10 g/site, n=5). Esta inibição foi observada apenas após incubação do ácido 
vanílico a 37 oC por 30 min em solução Tyrode antes de ser injetado; a co-injeção do ácido 
vanílico imediatamente após ter sido solubilizado não resultou em inibição significativa do 
edema induzido pela peçonha (dados não mostrados). Esta discrepância provavelmente 
reflete em grande parte a dificuldade na dissolução do ácido vanílico (era necessário usar 
DMSO seguido por diluição em solução Tyrode). 
De modo semelhante ao ácido vanílico, a co-injeção do AMP-CP (7,1 nmol/sítio), 
inibidor mais específico da 5´-nucleotidase, também inibiu o aumento de permeabilidade 
em resposta à peçonha. Entretanto, ao contrário do ácido vanílico, não era necessária uma 
pré-incubação para obter uma boa inibição, embora a inibição também tenha sido observada 
quando houve pré-incubação (Fig. 10B, C). A inibição obtida com o AMP-CP (com ou sem 
pré-incubação) foi significativamente maior (p<0,05) que aquela observada com o ácido 
vanílico. A Adenosina mostrou inibição nos 3 experimentos citados acima, porém é 
















































































































Figura 10. Inibição do aumento de permeabilidade causada pela adenosina (Ado, 100 nmol/sítio) e 
pela peçonha de B. alternatus (Balt, 10 µg/sítio), pelo ácido vanílico (1 nmol/sítio) (A) e pelo AMP-
CP (3 µg/sítio) (B,C). Note que nos painéis A e C, o inibidor foi incubado a 37 
o
C por 30 antes de 
ser co-injetado com peçonha; não houve pré-incubação no painel B. As colunas (Ado ou peçonha – 
■; peçonha + ácido vanílico ou AMP-CP – □) representam a media ± SEM de cinco ratos. Os 
valores acima de algumas colunas correspondem à porcentagem de inibição. A linha tracejada 





4.1.5. Aumento de permeabilidade vascular induzida por inosina e alguns 
nucleotídeos: inibição por AMP-CP 
Investigamos também a capacidade da inosina, metabólito da degradação de 
adenosina, em aumentar a permeabilidade, bem como a ação dos nucleotídeos AMP, GMP 
e IMP, substratos para 5´-nucleotidase ofídica. A Figura 11 mostra que a inosina aumentou 
a permeabilidade, mas que era ~50% menos potente que a adenosina quando testada na 
mesma dose (100 nmol/sítio).  De modo semelhante, o AMP, GMP e IMP (100 nmol/sítio) 
também causaram edema que correspondia de ~ 40% a ~60% do valor obtido com 
adenosina. A co-injeção do AMP-CP inibiu significativamente o aumento de 
permeabilidade induzido por AMP, GMP e IMP (62±5%, 65±2% e 76±6%, 
respectivamente). Ao contrário do efeito observado com AMP-CP, em experimento 
semelhante com ácido vanílico (1 nmol/sítio) não foi observada inibição do edema induzido 
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Figura 11. Aumento de permeabilidade induzida por inosina e alguns mononucleotídeos (AMP, 
GMP e IMP) em pele dorsal de ratos: inibição por AMP-CP. Todos os agonistas foram testados na 
dose de 100 nmol/sítio. Em alguns casos, foi feita uma co-injeção com AMP-CP (7,1 nmol/sítio), 
inibidor da 5´-nucleotidase. As colunas (agonista sozinho – ■; agonista com co-injeção do AMP-CP 
– □) representam a media ± SEM de cinco ratos. A linha tracejada corresponde ao extravasamento 






4.1.6. Avaliação do possível envolvimento de purinas, nucleosídeos e nucleotídeos da 
peçonha no aumento de permeabilidade causado pela peçonha de B. alternatus 
 Para avaliar se o aumento de permeabilidade mediado pela peçonha de B. 
alternatus pudesse ser devido à presença de componentes de baixa massa molecular 
(purinas, nucleosídeos e nucleotídeos) da própria peçonha, dialisamos a peçonha para 
remover estes componentes, e também realizamos ultrafiltração. Conforme mostrado na 
Fig. 12A, nenhum destes procedimentos alterou significativamente o perfil eletroforético da 
peçonha.  Quando avaliada a atividade edematogênica, também não houve diferença 
significativa entre as respostas à peçonha total e à peçonha dialisada ou ultrafiltrada; em 
todos os casos, o aumento de permeabilidade foi inibido pela teofilina (Fig. 12B). Estes 
achados indicam que o efeito edematogênico não era devido a componentes de baixa massa 











Peçonha (10 g/st)        +       +        -        -         -        -       -
Peçonha dializada         -         -        +       +       -         -       -
Peçonha ultrafiltrada    -         -        -       -        +        +       -














































Figura 12. Ausência de efeito da diálise e da ultrafiltração por centrifugação sobre o aumento de 
permeabilidade vascular causado pela peçonha de B. alternatus. (A) Perfil eletroforético (SDS-
PAGE) da peçonha ante.s (V) e depois da diálise (D) ou ultrafiltração (U).  M – marcadores 
moleculares (kDa),(1,2,3,representam as coletas realizadas durante a centrifugação). Amostras de 20 
g de proteína foram corridas em gel de poliacrilamida de 15% que foi corado com nitrato de prata. 
(B) Permeabilidade vascular observado com peçonha antes (■) e depois (□) do tratamento. As 
colunas representam a media ± SEM de cinco ratos. A linha tracejada corresponde ao 
extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha. *p<0,05 comparado com peçonha total, sem 
diálise ou sem ultrafiltração. 












4.1.7. Fracionamento da peçonha: identificação da fração que causa aumento de 
permeabilidade 
 Tendo excluído a possibilidade de que o efeito da peçonha não fosse devido a 
componentes de baixa massa molecular, investigamos qual fração da peçonha então pudesse 
ser responsável pelo aumento de permeabilidade. Para isso, fracionamos a peçonha por gel 
filtração em resina Superdex 75 e avaliamos as atividades enzimáticas e edematogênicas 
dos picos resultantes. O fracionamento resultou em quatro picos principais, sendo os picos 1 
e 2 os maiores; o pico 1 continha os componentes de maior massa molecular e as atividades 
fosfatase alcalina, fosfodiesterase e 5´-nucleotidase (Fig. 13). 
 Quando avaliada a capacidade edematogênica destas frações, apenas o pico 1 
mostrou ter atividade semelhante à da peçonha (Fig. 14A), e esta atividade foi inibida pelo 
ácido vanílico de forma semelhante à peçonha e pelo AMP-CP (Fig. 14B,C). Além disso, o 
perfil de inibição do aumento de permeabilidade do pico 1 na presença de antagonistas dos 
receptores de adenosina foi muito semelhante àquele observado com a peçonha, com 
bloqueio de 50±2%, 88±4%, 72±8% e 65±3%, na presença dos antagonistas dos receptores 
A1, A2A, A2B e A3, respectivamente (Fig. 15). 
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Figura 13. Perfil de eluição da peçonha de B. alternatus após cromatografia em coluna de Superdex 
75 e localização das atividades enzimáticas da 5’-nucleotidase (A; ), fosfodiesterase (B; ) e 
fosfatase alcalina (C;  ). A peçonha (30 mg) foi dissolvida em Tris-HCl 0,05 M, pH 7,4, e 
fracionada numa coluna (1,6 cm x 60 cm) de Superdex 75 equilibrada com o mesmo tampão. Fluxo: 
0,5 ml/min; frações: 2,0 ml. (■) = protein (A280nm). (D) Perfil eletroforético (SDS-PAGE) dos picos 1 
a 4 (pistas 1 a 4, respectivamente) em gel de poliacrilamida de 15% corado com nitrato de prata.  M 
– marcadores de massa molecular. 

































































1          2          3          4






































Figura 14. (A) Aumento de permeabilidade causado pelos picos cromatográficos da peçonha de B. 
alternatus obtidos por gel filtração em Superdex 75. Dos picos testados (10 g/sítio), apenas pico 1 
aumentou a permeabilidade vascular. (B) A inibição pelo ácido vanílico (1 nmol/sítio) do aumento 
de permeabilidade causado pelo pico 1. O ácido vanílico foi pré-incubado a 37 
o
C por 30 min antes 
de ser co-injetado com peçonha ou pico 1. (C) Atenuação pelo AMP-CP (7,1 nmol/sítio). As colunas 
representam a media ± SEM (n=5).  A linha tracejada corresponde ao extravasamento obtido com 
solução de Tyrode sozinha. Em A, ***p<0,001 comparado ao extravasamento causado pela solução 
de Tyrode sozinha, e em B, C **p<0,01 e 0,001 comparado ao extravasamento causado pela 



















































































































































































Figura 15. Envolvimento de receptores de adenosina no aumento de permeabilidade vascular 
causado pela peçonha de B. alternatus (P, 10 µg/sítio) e pelo pico I de gel filtração (P1, 10 g/sítio). 
(A) DPCPX – antagonista A1, (B) CSC – antagonista A2A/2B, (C) DMPX – antagonista A2B e (D) 
MRS1523 – antagonista A3. Linha tracejada corresponde ao extravasamento causado pela solução de 


























































































4.1.8. Inibição da atividade de 5´-nucleotidase da peçonha e do pico 1 
 Avaliamos também a capacidade do ácido vanílico de inibir a atividade 5´-
nucleotidásica da peçonha e do pico 1.  Conforme mostra a Fig. 16, o ácido vanílico inibiu 
esta atividade enzimática na peçonha em mais de 50% nas concentrações de 1 a 10 mM, 
sem muita dependência da concentração usada; já no caso do pico 1, houve inibição de 50% 

















Figura 16. Inibição pelo ácido vanílico (AV) da atividade 5´-nucleotidásica da peçonha de B. 
alternatus (P) e do pico 1 (100 µg/ml cada). As colunas representam a média ± EPM de três 
determinações. *p<0,05 comparado com os respectivos agonistas sozinhos. 
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4.2. PRESSÃO ARTERIAL 
4.2.1. Curva dose-efeito da peçonha e da Adenosina 
A Fig. 17 mostra as alterações hemodinâmicas causadas por diferentes doses da 
peçonha de B. alternatus (0,25, 0,5 e 0,75 mg/kg, i.v). Em todos os casos houve uma queda 
abrupta na pressão arterial que atingiu seu ápice após 5 minutos (Fig. 17A). Nas doses de 
0,25 e 0,5 mg/kg não houve morte nos ratos antes dos 120 minutos. Entre a injeção da 
peçonha até os 10 minutos foi o período crítico da fase hipotensora. A partir de 15 minutos 
houve uma recuperação gradativa, até os 120 minutos mantendo-se abaixo dos valores do 
grupo controle (salina, i.v), e significativamente abaixo dos valores basais, até o final do 
experimento. Nenhum rato morreu com as duas doses menores. Já a dose de 0,75 mg/kg 
causou morte por parada cardiorrespiratória aos 5 minutos após a injeção da peçonha; todos 
os ratos deste grupo morreram. Não houve alteração significativa na frequência cardíaca e 
na frequência respiratória (Fig. 17 B,C) com as doses menor e intermediária, porém houve 
queda progressiva nestes dois parâmetros com a dose letal.  
 A figura 18 mostra as alterações hemodinâmicas causadas por diferentes doses da 
Adenosina (0,3, 0,6 e 1,2 mg/kg, i.v). Em todos os casos houve uma queda abrupta na 
pressão arterial que atingiu seu ápice em 1 minuto (Fig. 18A), fase hipotensora. A partir daí 
houve rcuperação até os 120 minutos aproximando-se dos valores basais e do controle, nas 
3 doses testadas. Portanto não houve morte em nenhum dos grupos. Também não ocorreu 
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Figura 17. Alterações hemodinâmicas causadas pela peçonha de B. alternatus (0,25, 0,5 e 0,75 
mg/kg, i.v.) em ratos anestesiados.  (A) Pressão arterial media (PAM), (B) Frequência cardíaca (bpm 
– batimentos por minuto) e (C) Frequência respiratória (rpm – respirações por minuto). Os ratos 
controle receberam apenas saline 0,9%. Os pontos representam a média ± SEM (n=5). 
* 
p<0,05 
comparado aos valores basais 
#
ao grupo controle (salina) dos pontos indicados até o final do 
experimento. 
   Controle        0,25 mg/kg         0,5 mg/kg        0,75 mg/kg 
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Figura 18. Alterações hemodinâmicas causadas pela adenosina (0,3, 0,6 e 1,2 mg/kg, 
i.v.) em ratos anestesiados. (A) Pressão arterial media (PAM), (B) Frequência cardíaca 
(bpm – batimentos por minuto) e (C) Frequência respiratória (rpm – respirações por 
minuto). Os ratos controle receberam apenas saline 0,9%. Os pontos representam a 






p<0,001 comparado aos valores 
basais (*) e ao grupo controle (salina, #) nos intervalos de tempo indicados.  




4.2.2.Efeito da teofilina e da 8-SPT sobre as alterações hemodinâmicas causadas por 
uma dose não letal de peçonha de B. alternatus 
A teofilina, um antagonista não seletivo dos receptores de adenosina (20 mg/kg, i.v., 
30 min antes), reduziu a hipotensão causada pela adenosina (600 µg/kg, i.v.) em 57±3% 
(queda máxima de 42,4±6 mmHg e 18±5 mmHg na ausência e presença de teofilina; n=5; 
p<0,05; teste t de Student) (Fig. 19A, B). Essa dose de teofilina foi escolhida baseada em 
experimentos preliminares com três doses (ver Tabela 3). De modo semelhante, o 8-SPT 
(10 mg/kg, i.v., 15 min antes, [105], um antagonista específico mas não seletivo para os 
receptores de adenosina, também inibiu significativamente a hipotensão causada pela 
adenosina (94±2% de inibição; queda máxima de 35±6mmHg e 2±7 mmHg na ausência e 
presença de 8-SPT; n=5; p<0,05; teste t de Student), sendo que esta inibição foi maior 
(p<0,05) que aquela observada com a teofilina mas com uma dose que foi metade a da 
teofilina (Fig. 19 C,D). 
O pré-tratamento de ratos com teofilina (20 mg/kg, i.v., 30 min antes) atenuou 
significativamente a queda de pressão causada pela peçonha de B. alternatus (0,5 mg/kg, 
i.v), com redução de 50±5% na queda máxima aos 5 min (44±3 mmHg vs. 22±5mmHg 
antes e depois da teofilina; n=5), seguido por recuperação mais rápida que, de modo geral, 
foi significativamente diferente da curva com peçonha sozinha (Fig. 20A,B). Ao contrário 
da inibição apenas parcial vista com teofilina, o pré-tratamento dos ratos com 8-SPT (10 
mg/kg, i.v.,15 min antes) aboliu totalmente a hipotensão causada pela peçonha a partir de 
0,5 min pós-peçonha, com manutenção da pressão arterial perto de valores basais e até o 





























































     
  DPCPX 
    pico 
(1 mg/kg) 
(3 mg/kg) 












   CSC 





   
MRS 1523 






  105±2,2 
  62,6±1,9 
  66,0±2,2 
  78,5±2,2 
   87,0±2,2  
   
 
  102,2±6,8 
    60,0±1,9 
  74,0±5,4  
  77,7±6,7 




















 56,7±5,7  
  59,3±4,2 
  69,2±2,1 
  79,8±1,5 
 







       100 






















      100 
- 51,0±1 
 -48,4±3 
 - 38,5±4 





   ns 





























   ns 














30 60 90 120
5 % DMSO (Controle)




Na Cl (0,9 %)
A









































































30 60 90 120
Adenosina (600 ug kg, i.v.)
Adenosina + 8 SPT
Na Cl (0,9 %)


































Figura 19. Inibição pela teofilina (20 mg/kg, i.v. 30 min antes), um antagonista não seletivo dos 
receptores da adenosina (A, B) e 8-SPT (10 mg/kg, i.v., 15 min antes), um antagonista específico 
para os receptores de adenosina (C,D) da hipotensão causada pela adenosina em ratos anestesiados. 
Os pontos representam a média ± SEM (n=5). 
** 
p<0,01 (1-10 min) comparado com basal, salina ou 
5 % DMSO (veículo da teofilina),
 ##
 comparado com a adenosina (1-10 min e 60 min).
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Figura 20. Inibição pela teofilina (20 mg/kg, i.v.) (A,B) e 8-SPT (10 mg/kg, i.v.) (C,D) da 
hipotensão causada pela peçonha de B. alternatus em ratos anestesiados. Os pontos representam a 
média ± SEM (n=5). 
**
p<0,01 comparado com o controle salina e/ou DMSO 5 % (veículo da 
teofilina) até o final do experimento, (
##
) comparado ao tratamento com peçonha sozinha nestes 
pontos e/ou até o final do experimento.  
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4.2.3. Efeito de antagonistas específicos dos receptores de adenosina sobre as 
alterações hemodinâmicas causadas por uma dose não letal de peçonha de B. 
alternatus 
A eficácia dos antagonistas específicos (A1 – DPCPX, A2A – CSC, A2B – DMPX e 
A3 – MRS1523; 6 mg/kg, i.v., 15 min antes) usados para bloquear a queda na pressão 
causada pela peçonha de B. alternatus (0,5 mg/kg, i.v) foi confirmada frente aos agonistas 
específicos dos receptores de adenosina: A1 – CPA, A2A/2B – NECA e A3 – IB-MECA 
(Tabela 3). 
Receptor A1: O DPCPX atenuou significativamente a queda de pressão causada 
pela peçonha, com 63±5% de inibição da hipotensão no seu auge (~5 min pós-peçonha; 
queda de 43±2 mmHg e 16±3 mmHg na ausência e presença do antagonista, 
respectivamente); houve retorno rápido aos níveis basais de pressão quando comparado à 
resposta com peçonha sozinha (Fig. 21).  
Receptor A2A: O pré-tratamento com CSC teve um efeito menos marcante na 
hipotensão causada pela peçonha quando comparado ao DPCPX; houve ligeira, mas 
significativa, redução na hipotensão máxima (32±2%; queda de 43±2 mmHg e 29±4 mmHg 
na ausência e presença do antagonista, respectivamente e uma recuperação um pouco mais 
rápida quando comparada à resposta com peçonha sozinha, atingindo valores basais após 
~45 min (comparado com o intervalo de ~10 min com DPCPX) (Fig. 19; comparado com 
fig. 22). 
Receptor A2B: O perfil de inibição observada com DMPX foi semelhante àquele 
visto com CSC; a hipotensão máxima foi atenuada em 53±4% (queda de 43±2 e 20±1 
mmHg na ausência e presença do antagonista, respectivamente), porém sem tendência para 
recuperar na fase tardia (Fig. 23). 
Receptor A3: Ao contrário dos outros antagonistas, o pré-tratamento com MRS 
1523 não afetou de forma significativa a hipotensão causada pela peçonha B. alternatus e 
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nem a recuperação subsequente, apesar da tendência para melhora na recuperação de 30 
min após a peçonha em diante (Fig. 24). 
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Figura 21.  Efeito do DPCPX, antagonista dos receptores A1 de adenosina sobre a hipotensão 
causada pela peçonha de B. alternatus em ratos anestesiados.  Os pontos representam a média ± 
SEM (n=5). ***p<0,001  comparado ao grupo controle (salina 0,9%) ou DMSO, deste ponto em 
diante até o final do experimento. 
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Figura 22.  Efeito do CSC, antagonista dos receptores A2A/A2B de adenosina sobre a hipotensão 
causada pela peçonha de B. alternatus em ratos anestesiados.  Os pontos representam a média ± 
SEM (n=5). Em todos os painéis, ***p<0,001 comparado ao grupo controle (salina 0,9%) ou 
DMSO, 
#
p<0,05 comparado com a peçonha sozinha, nestes pontos. 
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Figura 23.  Efeito do DMPX, antagonista dos receptores A2B de adenosina sobre a hipotensão 
causada pela peçonha de B. alternatus em ratos anestesiados.  Os pontos representam a média ± 
SEM (n=5). Em todos os painéis, **p<0,01 comparado ao grupo controle (salina 0,9 %), 
#
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Figura 24.  Efeito do MRS1523, antagonista dos receptores A3 de adenosina sobre a hipotensão 
causada pela peçonha de B. alternatus em ratos anestesiados.  Os pontos representam a média ± 
SEM (n=5). ***p<0,001 comparado ao grupo controle  (salina 0,9%), deste ponto em diante até o 




4.2.4. Efeito de antagonistas específicos dos receptores de adenosina sobre as 
alterações hemodinâmicas causadas por uma dose letal de peçonha de B. alternatus 
Receptor A1: O tratamento com DPCPX atenuou de modo significativo a 
hipotensão progressiva causada pela dose letal de peçonha e promoveu uma recuperação 
rápida na pressão para níveis semelhantes aos valores basais ao final de 60 min após 
administração da peçonha. No pico de hipotensão (5 min), a máxima de proteção foi de 
43±4% (queda de 93±3 mmHg vs. 53±5 mmHg) na ausência e presença do antagonista, 
respectivamente). Este antagonista também protegeu os ratos contra a morte, com todos 
sobrevivendo até 120 min (Fig. 25). 
Receptor A2A: O tratamento com CSC atenuou significativamente a fase aguda (até 
5 min) da hipotensão, com inibição de 50±3% (queda de 93±3 mmHg vs 46±4 na ausência e 
presença do antagonista, respectivamente) aos 5 min, e promoveu uma recuperação na 
pressão para níveis semelhantes aos valores basais aos 60 min após administração da 
peçonha (Fig. 26). 
Receptor A2B: O perfil de atenuação da hipotensão observado na presença do 
DMPX foi intermediário àquele observado com DPCPX e CSC (receptores A2A), com 
inibição de 45±2% (queda de 93±3 mmHg vs. 51±6 mmHg na ausência e presença   do 
antagonista, respectivamente) aos 5 min. Também houve recuperação na pressão para níveis 
semelhantes aos valores basais aos 60 min após administração da peçonha (Fig. 27).   
Receptor A3: Ao contrário da ausência de efeito observado com o MRS 1523 na 
dose não letal de peçonha, com a dose letal, este antagonista atenuou significativamente a 
queda de pressão nos primeiros 5 min, com máxima de proteção de 40±3% (queda de 93±3 
mmHg vs. 56±7mmHg) na ausência e presença do antagonista, respectivamente) aos 5 min. 
Entretanto, o MRS 1523 não foi capaz de promover a recuperação da pressão arterial, a qual 
diminuiu progressivamente dos 5 min em diante. Assim este antagonista retardou a 
diminuição da pressão e prolongou significativamente a sobrevida dos ratos quando 
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comparada aos ratos que receberam peçonha sozinha sobrevida de (5±0,2 min vs 29 ±0,8 
min) na ausência e presença do MRS1523, respectivamente; p<0,05), porém não evitou a 
morte dos mesmos (Fig. 28).  
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Figura 25. Atenuação da hipotensão causada por uma dose letal da peçonha de B. alternatus (0,75 
mg/kg, i.v.) em ratos pré-tratados com DPCPX (6 mg/kg, i.v., 15 min antes), antagonista dos 
receptores A1. Os pontos representam a média ± SEM (n=4-5). *p<0,05 comparado ao grupo 
controle (salina 0,9%) ou DMSO. 
#
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Figura 26. Atenuação da hipotensão causada por uma dose letal da peçonha de B. alternatus (0,75 
mg/kg, i.v.) em ratos pré-tratados com CSC (6 mg/kg, i.v., 15 min antes), antagonista dos receptores 
A2A/A2B. Os pontos representam a média ± SEM (n=4-5). ***p<0,001 comparado ao grupo controle 
(salina 0,9%) ou DMSO,
###
 p<0,001 comparado com a peçonha sozinha, deste ponto em diante.  
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Figura 27. Atenuação da hipotensão causada por uma dose letal da peçonha de B. alternatus (0,75 
mg/kg, i.v.) em ratos pré-tratados com DMPX (6 mg/kg, i.v., 15 min antes), antagonista dos 
receptores A2B. Os pontos representam a média ± SEM (n=4-5). ***p<0,001 comparado ao grupo 
controle (salina 0,9%),. 
###
p<0,05 comparado com a peçonha sozinha, deste ponto até 5 min. 
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Figura 28. Atenuação da hipotensão causada por uma dose letal da peçonha de B. alternatus (0,75 
mg/kg, i.v.) em ratos pré-tratados com MRS1523 (6 mg/kg, i.v., 15 min antes), antagonista dos 
receptores A3. Os pontos representam a média ± SEM (n=4-5). ***p<0,001 comparados ao grupo 
controle (salina 0,9%), 
###
p<0,001 comparado com a peçonha sozinh (0,5-5 min). 
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4.2.5. Inibição pelo ácido vanílico e AMP-CP das alterações hemodinâmicas causadas 
pela peçonha de B. alternatus 
 O ácido vanílico essencialmente aboliu a hipotensão causada por uma dose não 
letal (0,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B. alternatus quando co-injetado com a peçonha (Fig. 
29 A,B). Quando pré-tratados com AV, não houve diferenças significativas no tratamento 
(dados não mostrados). O pré-tratamento de ratos com AMP-CP também inibiu a 















Figura 29. Inibição da hipotensão causada por uma dose não letal da peçonha de B. alternatus (0,5 
mg/kg, i.v.) em ratos co-injetados com ácido vanílico (AV, 1 mg/kg, i.v.) (A,B) e  em ratos pré-
tratados com AMP-CP (0,125 mg/kg, i.v.), inibidor específico da 5-´nucleotidase (C,D). Os pontos 
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Em ratos que receberam a dose letal de peçonha (0,75 mg/kg), o pré-tratamento com 
o AMP-CP protegeu completamente contra a hipotensão normalmente causada pela 
peçonha (Fig. 30 A,B), já quando o AMP-CP foi co-injetado com a peçonha, a proteção 
inicial foi menos marcante (inibição de 30±3% na queda máxima inicial; queda de 93±3 
mmHg e 65±2 mmHg na ausência e presença do antagonista, respectivamente, aos 5 min), e 
houve recuperação progressiva em seguida, chegando a valores basais de 60 min em diante, 
(Fig.30 C,D).Com administração por ambas as vias houve proteção contra a letalidade, pois 














Figura 30. Inibição da hipotensão causada por uma dose letal da peçonha de B. alternatus (0,75 
mg/kg, i.v.) em ratos pré-tratados (A,B) e co-injetados (C,D) com AMP-CP, um inibidor da 5´-
nucleotidase. Os pontos representam a média ± SEM (n=3-5). ***p<0,001 comparado ao basal e aos 
ratos controles que receberam somente 0.9% NaCl. 
###
p<0,001 comparado aos ratos que receberam 












30 60 90 120
NaCl 0,9 % (Controle)
PI (1,5 mg kg,i.v.)
PI + AMP-CP






















30 60 90 120
PI (1,5 mg kg,i.v.)
Na Cl (0,9 %)
PI + Ácido Vanílico














































































 4.2.6. Inibição pelo ácido vanílico e pelo AMP-CP da hipotensão causada pelo Pico 1 
da peçonha de B. alternatus 
 A administração do P1 (1,5 mg/kg, i.v.) obtido por gel filtração causou hipotensão 
com perfil semelhante aquele observado com a peçonha (queda imediata e recuperação 
gradativa). A co-injeção de ratos com ácido vanílico ou o pré-tratamento de com AMP-CP 
essencialmente aboliu a fase inicial da hipotensão, e com isso também eliminou a fase de 















Figura 31. Inibição da hipotensão causada pelo pico 1 (P1) da peçonha de B. alternatus (1,5 mg/kg, 
i.v.) em ratos co-injetados com ácido vanílico (AV, 1 mg/kg, i.v.) ou pré tratados com AMP-CP 
(0,125 mg/kg,i.v.), inibidores da 5´-Nucleotidase. Os pontos representam a média ± SEM (n=4-5). 
**p<0,01 comparado ao basal e aos ratos controles que receberam somente 0.9% NaCl. 
#
p<0,05 




Tabela 4. Cálculo de Área sobre a curva  
 
A tabela 4, apresenta o cálculo de Área sobre a curva para a Salina (ASC), para os agonistas e 
antagonistas utilizados nos experiementos de Pressão Arterial (PA). Estes cálculos foram feitos 
tendo como base primeiramente o valor total utilizado pela salina (14320 ± 416) considerando (1) a 
variação dos agonistas sozinhos, (2) variação dos antagonistas sozinhos comparados com esse valor 
e (3) comparamos os valores obtidos com os agonistas sozinhos em relação aos grupos de 












Salina 14320 ± 416 - -
Adenosina (ADO) 12100 ± 333 ** -
ADO+ Teofilina 13660 ± 391 - - *
ADO +8SPT 14310 ± 88 - - **
Peçonha 0,5 mg /kg 9506 ± 132 *** - -
Peçonha 0,5 + Teofilina 11640 ± 145 - - ***
Peçonha 0,5 + 8 SPT 13680 ± 374 - - ***
Peçonha 0,5 + DPCPX 12400 ± 56 - - ***
Peçonha 0,5 + CSC 11670 ± 78 - - ***
Peçonha 0,5 + DMPX 11090 ± 222 - - **
Peçonha 0,5 + MRS 1523 10890 ± 134 - - **
Peçonha 0,5 + AV 14900 ± 197 - - *
Peçonha 0,5 + AMP-CP 13180 ± 548 - - ***
Peçonha  0,75 mg /kg 1304 ± 83 *** - -
Peçonha 0,75 + DPCPX 13370 ± 114 - - ***
Peçonha 0,75 + CSC 12930 ± 14 - - ***
Peçonha 0,75 + DMPX 12860 ± 30 - - ***
Peçonha 0,75 + MRS 1523 1742 ± 79 - - *
Peçonha 0,75 + AMP-CP (co) 13720 ± 274 - - ***
Peçonha 0,75 + AMP-CP (15’) 13820 ± 548 - - ***
PI 1,5 mg/kg 11320 ± 947 * - -
PI+ AV 12660 ± 845 - - ns
PI+ AMP-CP 14050 ± 249 - - ns
DPCPX 6 mg/kg 13100 ± 149 ns -
CSC 6 mg/kg 14390 ± 279 ns -
DMPX 6 mg /kg 13580 ± 124 ns -
MRS1523 6mg/kg 13530 ± 104 ns -
AV 1 mg/kg 15980 ± 179 ns -
AMP-CP 0,125 mg/kg 13620 ± 87 ns -
 Agonistas e Antagonista ASC
ASC – área sob a curva, co – co-injetado, ns – não significativo, (-) – não calculado, 15´ 






































Embora a presença de purinas em peçonhas ofídicas seja conhecida desde meados 
do século passado [84], ainda relativamente pouco se sabe da sua contribuição ao quadro de 
envenenamento. Entretanto, vários estudos têm demonstrado um papel para a 5´-NT ofídica 
na inibição da agregação plaquetária induzida por ADP ou colágeno in vitro [77,106,79] a 
também na coagulação [82]. A primeira hipótese unificada e abrangente sobre o possível 
papel de purinas no envenenamento foi apresentada por [67], quando, em extensa revisão de 
dados dispersos da literatura, reuniu evidências de que a liberação ou formação de purinas, 
especialmente a adenosina, pudesse ter um papel central no envenenamento, 
especificamente na imobilização da presa através da hipotensão e do bloqueio da 
neurotransmissão. Desde então, diversos estudos têm investigado esta questão, 
especialmente em relação ao papel das enzimas que podem liberar adenosina na presa [92, 
69, 94,107,96]. Porém, até o momento, nenhum estudo farmacológico averiguou a hipótese 
do [67] em relação a efeitos como edema (aumento de permeabilidade vascular) e alterações 
hemodinâmicas causadas por peçonhas.  
Nesta investigação, estudamos o envolvimento da adenosina na ação de peçonhas 
botrópicas porque é bem sabido o alto conteúdo que possuem de diversas enzimas 
envolvidas no metabolismo de ácidos nucléicos, nucleotídeos e nucleosídeos [62,66, 69]. Os 
resultados obtidos representam a primeira demonstração, usando uma abordagem 
farmacológica clássica de antagonismo, de que a adenosina exerce um papel importante nas 






5.1. PERMEABILIDADE VASCULAR  
O edema, reflexo de um aumento na permeabilidade vascular, é uma 
característica marcante do envenenamento botrópico, tanto experimentalmente [108, 
109,110] quanto clinicamente [111,112]. Este edema tem sido atribuído primariamente 
à ação de PLA2 da peçonha, levando à liberação do ácido araquidônico e, 
subsequentemente, à formação de metabolitos do ácido araquidônico como 
prostaglandinas e leucotrienos, além da liberação de mediadores endógenos como 
histamina e serotonina e à formação de diversas citocinas [113,114,115]. As 
metaloproteinases (SVMPs – snake venom metalloproteinases) e serinoproteases 
(SVSPs – snake venom serine proteases) da peçonha também podem contribuir para 
este edema através de lesões vasculares e a liberação de mediadores como cininas [116, 
117], e há ainda possível envolvimento de lectinas [118,119] e L-aminoácido oxidases 
[120].  
Para avaliar o envolvimento de adenosina no edema causado por peçonhas 
botrópicas, usamos o modelo de pele dorsal de ratos [121,25]. Conforme mostrado aqui, 
a adenosina aumentou a permeabilidade vascular de forma quase linear na faixa de 
doses testadas, indicando assim uma ação importante na microvasculatura. Estes 
achados estão de acordo com outros estudos que demonstraram esta atividade da 
adenosina [122,12,25]. As quatro peçonhas botrópicas também aumentaram a 
permeabilidade vascular que, de modo geral, era dependente da dose até 
aproximadamente 10-30 g/sítio, quando então atingiu a resposta máxima.  
As fosfodiesterases (PDEs) são enzimas que hidrolisam os nucleótidos cíclicos 
monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) e guanosina monofosfato cíclica (GMPc), em 
monofosfatos inativos. Substâncias como a teofilina e o IBMX elevam o conteúdo 
intracelular de AMPc e GMPc devido sua capacidade de inibir a PDE, evitando assim a 
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hidrólise destes nucleotídeos cíclicos [123,124,125]. O aumento na concentração 
citosólica de nucleotídeos cíclicos leva a uma variedade de efeitos celulares, incluindo o 
relaxamento do músculo liso das vias aéreas e a inibição da inflamação celular e de 
respostas imunes.  
Conforme mostrado aqui, o aumento da permeabilidade vascular causado pelas 
peçonhas e adenosina foi inibido por teofilina em até 60%. A teofilina é uma xantina 
conhecida por inibir a PDE intracelular, levando a um aumento dos níveis intracelulares 
de AMPc, o que pode potenciar a vasodilatação por substâncias que ativam a via 
adenilil ciclase (AC)/AMPc. Entretanto, a teofilina sozinha não afetou a permeabilidade 
vascular em pele dorsal de rato, talvez porque precise da ativação da via AC/AMPc para 
poder exercer seu efeito, ou seja, em situação ‘basal’ (sem estímulo) a via AC/AMPc 
talvez não tenha tanta importância na regulação da permeabilidade vascular neste 
modelo. Além da inibição de PDE, a teofilina também é um antagonista dos receptores 
da adenosina (porém não seletivo entre estes receptores), e de fato, alguns trabalhos já 
demonstraram a capacidade da teofilina em inibir a vasodilatação causada pela 
adenosina [25,126,127, 128]. De modo semelhante à teofilina, o IBMX, inibidor não 
seletivo da PDE, também reduziu o edema causado por adenosina e peçonha em até 
55%. A inibição parcial vista com teofilina e IBMX provavelmente reflete em grande 
parte a natureza multifatorial do edema causado por peçonha botrópica onde há a ação 
de outros mediadores que podem ser resistentes à teofilina e ao IBMX.  
O 8-SPT produziu efeito inibitório com a metade da dose da teofilina, com 
inibição de até 76% para adenosina e 59% para peçonha de B. alternatus. A inibição 
destas respostas pelo 8-SPT está de acordo com outros estudos que usaram o 8-SPT 
como antagonista dos receptores de adenosina. Por exemplo, o pré-tratamento com 8-
SPT (10 mg/kg, i.p.) significativamente atenuou a hiperemia de pré-condicionamento 
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associada à adenosina em ratos [105]. Também, o 8-SPT (10 M) bloqueou a resposta à 
adenosina e reduziu em 46% a dilatação induzida por hipóxia em modelo de dilatação 
arteriolar pial em ratos [129]. A infusão de 8-SPT atenuou o aumento do fluxo 
sanguíneo cerebral em resposta à hipoxia em ratos [130,131] e 8-SPT (50 M) também 
antagonizou a vasodilatação causada por agonistas dos receptores de adenosina na 
microvasculatura da bolsa jugal do hamster in vivo [132].  
Classicamente, os efeitos locais (dor, edema, inflamação, hemorragia e necrose) 
de peçonhas botrópicas têm sido atribuídos principalmente à ação de SVMPs [133,117] 
PLA2 [134,113] e SVMPs [135] que liberam mediadores como cininas, aminas 
(histamine, serotonina), metabólitos do ácido araquidônico, óxido nítrico e citocinas, 
entre outros.  Por outro lado, o antagonismo visto aqui com bloqueadores dos receptores 
de adenosina indica um papel importante para a adenosina no aumento de 
permeabilidade vascular causado por peçonhas botrópicas e acrescenta mais um 
mediador à lista considerável de agentes que contribuem para o edema local.  
O ácido vanílico (AV), inibidor da ecto-5´-NT e da 5´-NT, tem sido usado para 
avaliar o papel destas enzimas em vários modelos experimentais, como por exemplo, 
[72,82]. Conforme indicado aqui, o AV atenuou o extravasamento plasmático causado 
pelas peçonhas em pele dorsal de ratos, sugerindo o possível envolvimento da 5´-NT 
nesta ação local. Entretanto, estes experimentos não permitem distinguir se a inibição é 
da 5´-NT da peçonha, da enzima endógena ou de ambas. A observação de que o AV 
inibiu parcialmente a atividade 5´-NT da peçonha de B. alternatus in vitro sugere a 
participação desta enzima na resposta edematogênica. Porém, esta inibição só ocorreu 
em concentrações relativamente altas (≥1 mM) e maiores que aquelas necessárias para 
inibir o aumento de permeabilidade, o que sugere que a participação da enzima da 
peçonha talvez não seja tão importante neste caso. A baixa sensibilidade da enzima da 
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peçonha à inibição por AV contrasta com a inibição potente (na faixa de micromolar) 
que este composto exerce sobre a atividade 5'-NT das peçonhas de serpentes indianas 
Naja naja, Daboia russelli e Trimeresurus malabaricus [136,72]. O motivo desta 
discrepância não está claro, mas pode estar relacionado a eventuais diferenças 
estruturais entre as 5´-NT das peçonhas. 
Além da sua capacidade de inibir 5´-NT, o AV também pode atuar como 
antioxidante através da sua atividade de scavenger de radicais livres, o que contribui em 
parte para sua ação anti-inflamatória [137,138]. Estas atividades adicionais, que vão 
além da simples inibição da 5´-NT, complicam a interpretação dos resultados do edema 
na presença do AV. Para contornar esta limitação, avaliamos o efeito do AMP-CP, 
outro inibidor da 5´-NT porém mais seletivo e com menos ações adicionais que o AV. 
O AMP-CP tem sido usado para avaliar o envolvimento de 5´-NT em diversos modelos. 
Hong et al. [139] demonstraram que o pré-tratamento com AMP-CP (100 μM) atenuou 
a vasodilatação e hipotensão, num modelo de infusão com AMPc (1-100 M) ou 
adenosina (0.01-10 M) em artéria de ratos, indicando que a via de sinalização AMPc-
adenosina contribui para a regulação do tônus vascular na hipotensão. O tratamento com 
AMP-CP também melhorou a função renal de ratos em modelo de isquemia por 
diminuir a atividade aumentada da 5´-NT em até 70% [140]. Em cultura de células 
musculares, o tratamento com AMP-CP (80 µM) inibiu especificamente a ecto-5´-NT e 
reduziu a produção de adenosina extracelular em até 63% [16]. Por fim, em diafragma 
de camundongo estimulado eletricamente, o AMP-CP (100 µM) aboliu a fase 
descendente do efeito inotrópico positivo causado por clenbuterol e também inibiu o 
efeito inotrópico negativo causado por AMPc [141]. Neste último modelo 
especificamente, a ativação dos receptores de adenosina leva ao aumento de AMPc 
intracelular que, por sua vez, promove o seu próprio efluxo da célula e sua conversão 
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em AMP e posteriormente em adenosina pela ação da ecto-fosfodiesterase (ecto-PDE) e 
ecto-5´-NT. Conforme mostrado aqui, o AMP-CP foi mais eficiente do que o AV na 
inibição do edema de pele causado pela peçonha de B. alternatus. 
A inibição do aumento de permeabilidade observada usando bloqueadores não 
seletivos dos receptores da adenosina (teofilina, IBMX e 8-SPT) e inibidores da 5´-NT 
(AV e AMP-CP) apontou para o envolvimento da adenosina na resposta edematogênica 
à peçonha. Esta adenosina aparentemente provém de fontes endógenas do rato e não da 
própria peçonha uma vez que a diálise ou ultrafiltração da peçonha para remover 
substâncias de baixa massa molecular (como purinas, nucleosídeos e nucleotídeos) não 
influenciou de modo significativo a resposta à peçonha. Este achado está de acordo com 
Aird [67] que mostrou que, de modo geral, as peçonhas da família Crotalidae (que no 
Brasil inclui cascavéis, jararacas e surucucus) estão destituídas de purinas, nucleosídeos 
e nucleotídeos (do gênero Bothrops ele avaliou apenas a B. moojeni). Também indica 
que o componente da peçonha responsável pela atividade edematogênica deve ser de 
massa molecular mais elevada, provavelmente uma enzima. 
Para avaliar esta possibilidade, fracionamos a peçonha por gel filtração que 
separa os componentes da peçonha por massa molecular. Quando os picos (frações) 
resultantes foram testados, apenas o pico I, contendo as atividades 5´-NT, fosfatase 
alcalina e fosfodiesterase, aumentou de maneira significativa a permeabilidade vascular 
na dose testada. Conforme mostrado pela eletroforese, este pico continha os 
componentes de alta massa molecular da peçonha. Este achado está de acordo com 
estudos da 5´-NT purificada que indicam uma massa molecular de >60 kDa para a 
forma monomérica da enzima, podendo formar ainda homodímeros, trimeros e 
tetrâmeros [78,79]. Por fim, tanto a atividade 5´-NT quanto a atividade edematogênica 
do pico I foram inibidas em 50% pela AV (no caso do edema, a porcentagem de 
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inibição foi maior quando testado com AMP-CP), indicando o envolvimento desta 
enzima no edema causado pela peçonha e pico 1. Estes resultados indicam que, além 
das atividades biológicas de inibir a agregação plaquetária e interferir na coagulação, a 
5´-NT também atua no aumento de permeabilidade desencadeado por peçonha 
botrópica. 
Tendo em vista as evidências indicando a participação da adenosina e da 5´-NT 
no edema, investigamos os receptores envolvidos usando antagonistas para os 
receptores A1, A2A, A2B e A3 da adenosina. Os receptores A1, A2A e A2B e A3 da 
adenosina são expressos em arteríolas e vénulas onde podem contribuir para a regulação 
da permeabilidade [142, 143,144]. As doses de agonista e de antagonista usadas nestes 
experimentos foram determinadas a partir de curvas dose-efeito para os agonistas (Fig. 
6) e de experimentos preliminares com doses diferentes de antagonista frente uma dose 
fixa de agonista (ver Apêndice I).  
Para o receptor A1, o CPA (10 nmol/sítio), agonista do receptor A1, causou edema 
significativo quando comparado ao efeito da adenosina (Fig. A2). Este extravasamento 
foi inibido pelo antagonista específico DPCPX (3 µmol/kg), o que está de acordo com 
outros trabalhos que também demonstraram este efeito no modelo de edema de pele [25, 
145, 148] demonstraram que o DPCPX (100 nM) inibiu a inflamação e injúria em 
tecidos pulmonares e exerceu ação antihiperalgesia em modelo de edema de pata em 
ratos (3-30 nmol/pata). Este antagonista também tem sido usado para reduzir 
significativamente a lesão causada em tecidos pulmonares em modelos de isquemia e 
reperfusão do coração [147]. Recentemente, foi relatado que o DPCPX (10 nmol/pata) 
reverteu o efeito anti-alodínico de WWIT (terapia de imersão em água quente, utilizado 
para a diminuição no mecanismo de dor inflamatória persistente em murinos) [148]. 
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Os receptores A2A/2B são encontrados em vasos sanguíneos, tais como arteríolas 
aferentes justamedulares, onde a ação vasodilatadora da adenosina envolve 
predominantemente a ativação do receptor A2B [149]. Também são encontrados em 
plaquetas e leucócitos polimorfonucleares, e são abundantes no sistema nervoso central, 
especialmente no corpo estriado [150]. A adenosina liberada durante a hipóxia aumenta 
o fluxo de sangue através da ativação destes receptores no endotélio e no músculo liso; 
estes receptores também tem papel importante na inflamação associada a doenças 
cardiovasculares [151,152]. A adenosina e NECA (10 M) auxiliam na angiogenese em 
células endoteliais humanas, aumentando os níveis de AMPc intracelular através destes 
receptores [153].  
No presente trabalho, NECA (3 nmol/sítio) causou edema significativo, conforme 
também demonstrado por Equisatto et al. [25] em pele dorsal de rato e por Sawynok et 
al. [154,155] em modelo de edema de pata. A Fig. A3 mostra que o aumento da 
permeabilidade vascular promovido pelo NECA foi inibido de forma significativa pela 
CSC (30 nmol/sítio). Embora CSC seja um antagonista não seletivo para este receptor, 
tem sido usado no antagonismo destes receptores em camundongos e humanos 
[156,157]. Em modelo murino de lesão pulmonar aguda induzida por ácido oleico, o 
tratamento crónico com cafeína na água de beber (0,1 g/l ou 0,25 g/l durante duas 
semanas antes da lesão pulmonar aguda) ou o tratamento agudo com cafeína em dose 
elevada (50 mg/kg, i.p., injetada 30 min antes da lesão pulmonar aguda) atenuou 
significativamente o edema pulmonar, hemorragia e recrutamento de neutrófilos, assim 
como a liberação do fator de necrose tumoral α (TNF-α) e a expressão de interleucina-1 
(IL-1) em camundongos do tipo selvagem (WT) e knockout (KO) para o receptor A2A 
[158]. Assim, no nosso estudo, o bloqueio dos receptores A2A pela CSC poderia ter 
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reduzido o aumento de permeabilidade causado pelas peçonhas por atenuar a formação 
e liberação de mediadores  pró-inflamatórios e vasodilatadores. 
Na presença do DMPX (100 nmol/sítio), antagonista dos receptores A2B, (Fig. 
A4), foi observada inibição marcante do extravasamento de proteínas plasmáticas 
induzido pelo NECA e pelas peçonhas. Equisatto et al. [25] também observaram que o 
DMPX inibiu a ativação destes receptores pelo NECA. O tratamento com DMPX 
impede a progressão da pancreatite aguda em modelo experimental [159] e também 
atenua o edema de pata causado por carragenina [160 , além de diminuir a apoptose 
em culturas de células hepáticas [161] O DMPX diminui a permeabilidade de 
monocamadas de células coronárias endoteliais microvasculares (RCEC) de rato em 
cultura, bem como em vasos mesentéricos e coração de ratos in vivo [162] 
Recentemente, foi mostrado com o DMPX (1 mg/kg, i.p.) atenua o edema de pata 
induzido pela administração
 
de incarvillateína, um alcalóide monoterpênico [142]. 
O extravasamento de proteínas plasmáticas resultante da estimulação dos 
receptores A3 pelo IB-MECA (3 nmol/sítio) foi inibido pelo antagonista específico 
MRS1523 (Fig. A5). Este resultado está de acordo com os achados da Esquisatto et al. 
[25] em edema de pele de rato. O receptor A3 de adenosina desempenha papel 
importante na regulação da microcirculação renal, dilatando a artéria aferente em 
modelo de perfusão com pré-constrição da artéria [143]. A hipotermia causada por A3 
éatenuada pela depleção de grânulos de mastócitos, demonstrando que a mesma é 
mediada, em parte, pela liberação de histamina de mastócitos periféricos Carlin et al 
[163]. Nagano et al. [164] sugeriram que a ativação do receptor A3 aumenta a 
permeabilidade microvascular das vias aéreas, provavelmente através da liberação de 
mediadores e taquicininas derivadas de mastócitos. Adenosina induz 
hiperresponsividade brônquica indiretamente pela ativação de receptores A3 em 
Deletar a parte em azul. 
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mastócitos [165]. Em células pulmonares cultivadas, o MRS1523 (5 μM) atenua a 
liberação de histamina estimulada pelo IB-MECA (100 nM) [166]. Já o extravasamento 
induzido pela adenosina ou inosina em pele de camundongos é mediado por receptores 
A3 [167]. De modo semelhante, o MRS1523 atenua as respostas ao IB-MEC em células 
musculares lisas coronárias humanas cultivadas, o que indica um papel para os 
receptores A3 no sistema cardiovascular [168]. Em modelo de dor crônica em pata de 
rato, o MRS1523 (5 μmol/kg, i.p.) inibiu o efeito do IB-MECA; este achado sugere que 
os receptores A3 talvez sejam um alvo interessante para o desenvolvimento de novos 
fármacos para tratar a dor crônica [169]. Além das atividades acima, há evidências de 
que o bloqueio dos receptores A3 tenha uma atividade anticancerígena e mieloprotetora 
[170] e que também protege contra a apoptose induzida por IB-MECA [171]. O 
bloqueio pós-isquémico de A3 por MRS1523 (1 mg/kg, i.p.) reduziu a resposta 
inflamatória, o que pode representar uma estratégia terapêutica promissora para o 
tratamento do acidente vascular cerebral isquêmico [172]. 
O uso dos antagonistas discutidos acima revelou a participação de todos os 
subtipos de receptores de adenosina no edema induzido por peçonhas e pelo pico 1 da 
peçonha de B. alternatus. Baseado no grau de inibição, parece que os receptores mais 
envolvidos são os A3 e A2A/2B, com possível preferência para os receptores A2A, e por 
último os A1. A demonstração da participação de receptores de adenosina no aumento 
de permeabilidade causado por peçonhas está de acordo com outros estudos mostrando 
que a adenosina é importante modulador da permeabilidade vascular em vários órgãos, 
como o cérebro [173,174], coração [162], pulmão [175,176,143] e pele [167,25].  
Em pele de rato, o aumento de permeabilidade mediado por adenosina e 
agonistas específicos dos seus receptores envolve uma combinação de ativação de 
neurônios sensoriais e liberação de taquicininas e histamina, esta última liberada de 
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mastócitos [25]. Em condições não patológicas, a estimulação dos receptores A3 pelo 
IB-MECA (agonista seletivo) resulta em edema em concentrações de agonista menores 
que aquelas necessárias para os outros receptores [25]. A desgranulação de mastócitos 
estimulada pela adenosina na pele é mediada por receptores A3 nestas células [167] e 
resulta em degradação do glicocálice que normalmente protege a superfície endotelial 
da microvasculatura; tal degradação torna os microvasos mais sensíveis a lesão [177]. 
Dependendo do modelo experimental estudado, pode haver mais que um tipo de 
receptor envolvido.  Assim, por exemplo, na inflamação pulmonar induzida por 
lipopolissacarídeo (LPS), a resposta inflamatória é mediada por receptor e A3 e A1 
[175,176]. No presente estudo, o grau de inibição do edema visto com o bloqueio dos 
diferentes receptores indicou que a participação dos receptores A2A/2B era maior que dos 
outros receptores, tanto para a peçonha como para o pico 1. Os fatores que determinam 
a predominância de determinado subtipo de receptor durante o envenenamento são 
desconhecidos.  
5.2. PRESSÃO ARTERIAL 
 Seguindo o raciocíno usado na investigação sobre o envolvimento de 
adenosina no edema causado por peçonhas botrópicas, avaliamos também a possível 
participação deste mediador na hipotensão causada pela peçonha de B. alternatus. Esta 
peçonha foi escolhida porque já vem sendo estudada há algum tempo neste laboratório 
[178, 179,180, 181, 182, 183, 184] Conforme mostrado aqui, a peçonha de B. alternatus 
causou alterações hemodinâmicas e respiratórias em ratos anestesiados, sendo que a 
intensidade variou de acordo com a dose. As doses menores (0,25 e 0,5 mg/kg) 
causaram hipotensão reversível, com queda máxima em 5 min e os ratos sobreviveram 
até 120 min após a injeção da peçonha. Já na dose de 0,75 mg/kg houve hipotensão 
irreversível com diminuição da frequência cardíaca e frequência respiratória, seguida de 
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morte aos 5 min.  Este perfil é semelhante àquele descrito para esta peçonha em cães 
[183], e também para outras espécies botrópicas, e.g., B. jararaca [185], B. jararacussu 
[186], B. marajoensis [187] e B. moojeni [188].  
 Apesar da grande variedade de mediadores que podem contribuir para os 
efeitos locais e sistêmicos do envenenamento botrópico, tais como o óxido nítrico [189, 
181, 115], bradicinina [185,190,191], metabólitos do ácido araquidônico com formação 
de prostaglandinas e prostaciclina [113], peptídeos natriuréticos [192], peptídeos 
potencializadores da bradicinina [193], e citocinas e TNF [114,115], entre outros, 
poucos estudos farmacológicos têm avaliado a participação deles na hipotensão causada 
por peçonhas botrópicas. Desde o trabalho pioneiro de Rocha e Silva et al. [185] que 
demonstrou a formação da bradicinina pela peçonha de B. jararaca e de Ferreira [194] 
sobre os peptídeos potencializadores de bradicinina (BPPs) presentes nesta mesma 
peçonha, a maioria das investigações sobre a ação hemodinâmica destas peçonhas tem 
focado no sistema calicreína-cininas e BPPs [193] e a ação de serinoproteinases neste 
fenômeno [195, 190], embora outros componentes destas peçonhas, como 
metaloproteases [191] e PLA2 [196, 187] também contribuam para a hipotensão.  
 Os resultados obtidos neste estudo mostram que tanto o tratamento com 
antagonistas (seletivos e não seletivos) dos receptores da adenosina quanto inibidores da 
5´-NT (AV e AMP-CP) atenuaram ou aboliram a hipotensão causada pela peçonha, o 
que indica a participação da adenosina neste fenômeno. De modo semelhante ao que foi 
observado no edema, o 8-SPT foi mais eficiente que a teofilina em abolir a hipotensão 
causada pela peçonha, provavelmente devido sua maior seletividade para os receptores 
de adenosina. Na dose menor de peçonha, a melhor proteção contra a hipotensão foi 
obtida com bloqueio dos receptores A1 enquanto o bloqueio dos receptores A2A/2B 
resultou em atenuação não significativa das alterações na pressão, e bloqueio dos 
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receptores A3 não afetou a hipotensão em nenhum momento.  Estes achados indicam 
que nesta dose de peçonha, os principais receptores envolvidos são os A1, com 
participação bem menor dos A2A/2B e nenhuma dos A3; a ausência de efeito do bloqueio 
destes últimos receptores provavelmente seja reflexo da sua atuação maior na 
microcirculação [167,25] em vez do sistema circulatório em geral (vasos de gande 
calibre e órgãos como o coração). Este resultado é condizente com os receptores A1, e 
em grau menor, os A2A/2B, terem papel importante na regulação vascular através da sua 
capacidade de causar vasodilatação. Este perfil de participação dos receptores se repetiu 
com a dose maior de peçonha, ou seja, receptores A1 sendo os principais, seguido pelos 
A2A/2B, e por último, os A3. 
 Alguns aspectos destas respostas hemodinâmicas merecem consideração: (1) 
Com a dose maior, nenhum dos antagonistas foi capaz de inibir a queda inicial de 
pressão (primeiros 5 min) em mais que ~50%. Isso sugere que há outros 
fatores/mediadores envolvidos nesta resposta inicial e cuja ação independe da 
adenosina. Ainda em relação a isso, parece que a proteção oferecida pelo antagonismo 
dos receptores A1 e A2A/2B é devido mais a uma recuperação melhor dos 5-10 min em 
diante do que a uma atenuação da hipotensão inicial propriamente dita. Esta conclusão é 
apoiada pela observação de que com o bloqueio dos receptores A3, onde não houve 
recuperação da pressão, a atenuação da queda inicial (primeiros 5 min) foi semelhante 
(e não pior) àquela vista com bloqueios dos outros receptores; (2) as colocações do item 
(1) sugerem então que há duas etapas e dois fenômenos envolvidos na hipotensão 
causada pela peçonha: na primeira parte (até 5 min pós-peçonha) haveria a participação 
de vias não relacionadas à adenosina (talvez envolvendo cininas, óxido nítrico, 
prostaglandinas, peptídeos natriuréticos do tipo C, etc.) e que seria essencialmente 
insensível ao bloqueio dos receptores de adenosina, enquanto que na segunda parte 
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haveria a ativação do sistema purinérgico com a formação de adenosina, levando então 
à vasodilatação exagerada e efeitos cardiorespiratórios, seguido por morte; o bloqueio 
desta segunda parte é que dá origem à recuperação da pressão arterial e melhora na 
sobrevida dos ratos; e (3) o envolvimento/ativação do sistema de adenosina parece 
depender da dose de peçonha de tal modo que, na dose menor haveria pouca ativação 
deste sistema enquanto que com a dose maior haveria uma superativação, levando à 
hipotensão exacerbada e morte. Esta conclusão tem apoio nos achados com a dose 
menor de peçonha onde, com a exceção dos receptores A1, houve pouco ou nenhum 
efeito do bloqueio dos receptores sobre a hipotensão; isso é o que esperaria se nesta 
dose menor fossem ativadas majoritariamente vias não relacionadas à adenosina; 
somente quando há ativação de vias relacionadas à adenosina é que se observa efeito 
maior do antagonismo dos receptores.  
 Ainda em relação aos itens (2) e (3) acima, é possível que não se tenha visto 
um bloqueio maior da primeira fase da hipotensão porque os antagonistas foram 
testados em combinações depois de terem sido testados separadamente. Realmente não 
avaliamos o efeito do bloqueio simultâneo de todos os receptores, ou combinações 
deles, sobre a hipotensão. Entretanto, é interessante notar que houve inibição completa 
da hipotensão na presença de AV e AMP-CP (inibidores da 5´-NT) com a dose menor 
de peçonha e em ratos pré-tratados com AMP-CP antes da injeção da dose maior. Estes 
resultados com a inibição da 5´-NT indicam que a adenosina é de fato o mediador final 
desta hipotensão.  
 Considerando que os experimentos de diálise e ultrafiltração mostraram que a 
peçonha não contem purinas ou derivados, concluímos que a adenosina envolvida na 
hipotensão é de origem endógena (do rato). Entretanto, os protocolos usados aqui não 
permitem estabelecer a fonte desta adenosina endógena, embora o fato de inibidores da 
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5´-NT como o AV e o AMP-CP terem abolido a hipotensão indica claramente que não 
se trata da liberação de adenosina de estoques pre-existentes, mas sim da necessidade de 
metabolizar AMP em adenosina pela ação da 5´-NT. Isso sugere a sequência clássica de 
produção de adenosina na qual há liberação de ATP que então é degradado em ADP, 
que por sua vez é degradado depois em AMP e finalmente em adenosina, conforme 
descrito na Introdução.  
 Quanto ao papel da 5´-NT, as evidências sugerem que a enzima responsável 
também é de orígem endógena e não da peçonha. Esta conclusão está baseada em várias 
linhas de evidência: (1) embora a 5´-NT tenha ampla distribuição em peçonhas 
botrópicas [62,65,68 Mebs, 1970], a concentração em que ocorre nas mesmas é muito 
baixa (geralmente <1% do conteúdo proteíco da peçonha) quando comparado às 
concentrações de SVMPs e PLA2 que podem corresponder em até quase 50% do 
conteúdo destas peçonhas, conforme indicado por diversos estudos transcriptômicos 
[197,198,199,200,180, 201,202,203] e proteômicos [204, 205,206, 207,208,209,210, 
211, 212,213, 214;215,216] destas peçonhas em que não houve detecção da 5´-NT, 
sugerindo então que a enzima da peçonha tem menos importância que a enzima 
endógena; (2) na dose letal de peçonha, o pré-tratamento dos ratos com AMP-CP foi 
mais eficaz em atenuar a hipotensão do que a co-injeção junto com peçonha, o que 
novamente aponta para um papel maior da enzima endógena comparada à da peçonha; e 
(3) a pouca sensibilidade da enzima da peçonha à inibição por inibidores da 5´-NT 
(~50% de inibição com concentrações de AV ≥1 mM) também sugere que ela não tenha 
tanta importância uma vez que a concentração teórica de AV (1 mg/kg, i.v.) atingida 
nos ratos estaria bem abaixo de (1Mm), ou seja, insuficiente para inibir 
significativamente a enzima da peçonha.   
112 
 
 Qual seria o mecanismo envolvido na liberação dos precursores 
(principalmente ATP) da adenosina? Novamente, os protocolos empregados nesta 
investigação não permitiram abordagem direta desta questão, entretanto há várias 
evidências que aponta uma explicação. De modo geral, acredita-se que o passo inicial é 
a liberação de ATP de tecido danificado, e.g., de músculo esquelético quando há injeção 
intramuscular, e que este ATP é subsequentemente degradado em seus metabólitos 
pelas vias já explicadas anteriormente na Introdução [94, 96]; há também a degradação 
de ácidos nucléicos intracelulares (subsequente à lesão inicial do tecido) por enzimas da 
peçonha que podem liberar nucleotídeos, nucleosídeos e purinas Aird [67]. Caccin et al. 
[96] sugeriram que há um elo estreito entre o conteúdo de PLA2 miotóxicas e o de 5´-
NT em peçonhas botrópicas (e de outras serpentes), de modo que as PLA2 produziriam 
a lesão tecidual que resultaria na liberação de ATP e a 5´-NT da peçonha seria 
responsável pela produção posterior de adenosina.   
 Embora plausível, consideramos equivocada esta hipótese, por várias razões, 
especialmente em relação à peçonha de B. alternatus: (1) Conforme indicado acima, as 
evidências apontam para a 5´-NT endógena, e não a da peçonha, como sendo 
responsável pela formação de adenosina; (2) a peçonha de B. alternatus é pobre em 
PLA2 miotóxicas básicas [180,212], que geralmente são as que mais causam lesões 
[134], e além disso, a principal Lys49-PLA2 básica desta peçonha (que corresponde a 
<1% do conteúdo proteíco da peçonha) não causa lesão em músculo esquelético ou 
outro órgão quando administrada i.v. [205], ou seja, sem lesão não haverá liberação de 
ATP; (3) em estudo recente com a peçonha de B. alternatus, observamos que a inibição 
das SVMPs através do uso de EDTA, fenantrolina ou doxiciclina aboliu a hipotensão 
causada pela peçonha e protegeu os ratos contra a morte, sugerindo papel importante 
para SVMPs (em vez de PLA2) nesta resposta à peçonha [184I]; e (4) um estudo in vitro 
113 
 
demonstrou que a principal SVMP da peçonha de B. alternatus é miotóxica em 
mioblastos C2C12 enquanto que a principal Lys49-PLA2 básica desta peçonha não é; 
porém quando as duas enzimas são misturadas (co-incubadas) há sinergismo entre elas 
[217].  
 Além destas evidências, observamos também que: (1) a administração i.v. da 
bothropstoxina I, a principal PLA2 miotóxica da peçonha de B. jararacussu, em doses 
até 1,5 mg/kg não causa hipotensão em ratos anestesiados [186], (2) a administração de 
uma SVMP da classe P-I da peçonha de B. jararaca causa hipotensão; e (3) não há 
diferenças significativas entre a hipotensão máxima obtida quando as peçonhas de B. 
atrox e B. jararacussu são administradas i.v., i.m. ou i.p.; onde há diferença eventualmente 
é em relação à duração da hipotensão (mais prolongada com as vias não i.v.) (dados não 
publicados).   
 Tomadas juntas, estas evidências indicam que: (1) não há necessidade de lesão 
tecidual (como aquela sugerida para PLA2) para que ocorra liberação de ATP e 
subsequente formação de adenosina uma vez que a hipotensão observada após 
administração i.v. e i.m. é semelhante, e (2) as SVMPs parecem ter um papel mais 
importante que as PLA2 na hipotensão e na liberação de ATP que as PLA2.  Assim, em 
relação ao presente estudo, nossa conclusão é que as SVMPs têm um papel central na 
liberação de ATP por mecanismos ainda não conhecidos, e que a metabolização 
posterior deste ATP resultará em adenosina pela ação de 5´-NT endógena. Esta 
conclusão está de acordo com a abundância da SVMPs na peçonha de B. alternatus 
[180, 212, 202], e também com estudos indicando um papel importante para SVMPs na 
coagulopatia [218] e letalidade [219] de peçonhas botrópicas em geral. 
 Por último, o fato de que tanto os antagonistas dos receptores de adenosina quanto 
os inibidores da 5´-NT protegeram contra a morte dos ratos (ou apenas prolongou a 
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sobrevida no caso dos receptores A3) indica claramente que o sistema purinérgico/5´-NT 
também tem papel fundamental na letalidade da peçonha de B. alterantus (e provavelmente 
em peçonhas botrópicas de modo geral).  Entretanto, ainda não está claro se esta proteção é 
consequência indireta da atenuação/inibição da hipotensão exacerbada associada à dose 
maior de peçonha, ou se é devido a outro mecanismo que independe da ação sobre as 
alterações hemodinâmicas à peçonha. 
 Concluindo, os resultados deste trabalho mostram uma participação de adenosina 
e de 5´-NT endógenas no edema induzido por peçonhas botrópicas e nas alterações 
hemodinâmicas induzidas pela peçonha de B. alternatus. Esta é a primeira demonstração 
farmacológica da sugestão do Fischer e Dörfel [84] sobre a participação da adenosina na 
hipotensão causada por peçonhas (embora no presente caso a origem da adensosina não 
tenha sido a própria peçonha), e também a primeira confirmação farmacológica da hipótese 


































Baseado nos resultados deste trabalho, concluímos que: 
 
1. A adenosina e a 5´-NT endógenas participam do edema induzido por peçonhas 
botrópicas e das alterações hemodinâmicas induzidas pela peçonha de B. alternatus; 
a 5´-NT da peçonha desempenha papel menos importante nestes fenômenos. 
 
2. Os receptores A1 e os A2A/2B parecem estar mais envolvidos na hipotensão, enquanto 
os receptores A2A/2B e os A3 têm envolvimento maior na permeabilidade vascular 
(edema). 
 
3. O sistema 5´-NT/adenosina tem papel importante na letalidade da peçonha, 
principalmente através dos receptores A1 e A2A/2B; o bloqueio destes receptores 
protege contra a morte enquanto o bloqueio dos receptores A3 aumenta a sobrevida 


















































DETERMINAÇÃO DAS DOSES DE ANTAGONISTAS (TEOFILINA, DPCPX, CSC, DMPX E MRS 1523) QUE 
SERIAM USADAS NO ENSAIO DE EDEMA DE PELE DE RATO 
A escolha das doses de antagonistas que seriam usadas nos ensaios de edema de 
pele foi baseada em dados da literatura bem como na realização de alguns experimentos 
preliminares usando duas ou mais doses frente ao agonista para cada tipo de receptor.  
 
1. Antagonismo não seletivo dos receptores de adenosina 
A Figura A1 mostra o extravasamento causado pela adenosina (100 nmol/sítio) e 
sua inibição não seletiva pela teofilina (25 e 50 nmol/sítio). Estas doses inibiram o 
extravasamento em 60±7% e 78±8% (média±EPM; n=5 por grupo), respectivamente. 
Baseado nestes resultados, escolhemos a dose de 25 nmol/sítio para os experimentos 







Figura A1. Inibição pela teofilina do aumento de permeabilidade causada pela 
adenosina (Ado, 100 nmol/sítio). A teofilina foi co-injetada com a Ado. As colunas 
representam a media ± SEM de cinco ratos. A linha tracejada corresponde ao 
extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha. ***p<0,001 comparados à Ado 
sozinha. DMSO 5% – veículo par dissolver teofilina. Não houve diferença significante 




























2. Receptores A1 de adenosina 
A Figura A2 mostra o extravasamento causado pelo CPA (10 nmol/sítio) e sua 
inibição pelo DPCPX, antagonista específico do receptor A1, nas doses de 3 e 5 
µmol/kg, i.v., 15 min antes. Estas doses de DPCPX inibiram o extravasamento em 
55±3% e 46±7%, porém sem muito efeito dependente da dose usada. Desta forma, 











Figura A2. Inibição pelo DPCPX do aumento de permeabilidade causado pelo CPA (10 
nmol/sítio). O DPCPX foi administrado i.p. 15 min antes da injeção i.d. de CPA. As 
colunas representam a media ± SEM de cinco ratos. A linha tracejada corresponde ao 
extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha. **p<0,01 e ***p<0,001 
comparados ao CPA sozinho. DMSO 5% – veículo par dissolver teofilina. Não houve 





























3. Receptores A2A de adenosina 
A Figura A3 mostra o extravasamento causado pela ativação dos receptores 
A2A/A2B pelo NECA (3 nmol/sítio) e sua inibição pela co-injeção do antagonista não 
seletivo CSC nas doses de 10, 30 e 100 nmol/sítio. Estas doses de antagonista causaram 
inibição de 73±5%, 62±4% e 38±7% de inibição (n=5/grupo), respectivamente. A 
tendência era para uma diminuição na inibição com doses maiores. Baseado nestes 
resultados, escolhemos a dose de 30 nmol/sítio para subsequentes experimentos. 
Utilizamos a dose mediana, uma vez que a CSC, não sendo seletiva, seria testada com a 










Figura A3. Inibição pelo CSC do aumento de permeabilidade causado pelo NECA (3 
nmol/sítio). As colunas representam a media ± SEM de cinco ratos. A linha tracejada 
corresponde ao extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha.  **p<0,01 e 
***p<0,001 comparados ao NECA sozinho. CSC – antagonista sozinho (100 nmol/st), 
DMSO 5% – veículo par dissolver teofilina. Não houve diferença significante entre as 




























4. Receptores A2B  de adenosina  
A Figura A4 mostra o extravasamento causado pela ativação dos receptores 
A2A/A2B pela NECA na dose de 3 nmol/sítio, e sua inibição pela co-injeção do DMPX, 
antagonista específico para o subtipo A2B, nas doses de 5, 50 e 100 nmol/sítio. Estas 
doses causaram inibição de 62±6%, 68±5% e 52±8% (n=5/grupo), respectivamente. 
Não houve diferença significante no grau de inibição causada pelas diferentes doses. A 
dose escolhida para experimentos subsequentes foi de 100 nmol/sítio, pois em 
protocolos posteriores a inibição observada com a dose de 100 nmol/sítio se equiparou à 








Figura A4. Inibição pelo DMPX do aumento de permeabilidade causado pelo NECA (3 
nmol/sítio). As colunas representam a media ± SEM de cinco ratos. A linha tracejada 
corresponde ao extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha. *p<0,05 
comparado ao NECA sozinho. DMPX – antagonista sozinho (100nmol/st). Não houve 





























Receptores A3 de adenosina 
A Figure A5 mostra o extravasamento causado pela ativação dos receptores A3 
pelo IB-MECA na dose de 3 nmol/sítio, bem como a inibição observada com o MRS 
1523, inibidor específico para o subtipo A3, nas doses de 10, 30 e 100 nmol/sito. A 
inibição causada por estas doses foi de 20±6%, 35±7% e 83±2% (n=5/grupo), 
respectivamente. Com este receptor, a inibição do extravasamento foi dependente da 
dose de antagonista e sugeriu papel importante para os receptores A3 no extravasamento 








Figura A5. Inibição pelo MRS 1523 do aumento de permeabilidade causada pelo IB-
MECA (3 nmol/sítio). O MRS 1523 foi co-injetado com o IB-MECA. As colunas 
representam a media ± SEM de cinco ratos. A linha tracejada corresponde ao 
extravasamento obtido com solução de Tyrode sozinha. **p<0,01 comparado ao IB-
MECA sozinho. MRS – antagonista sozinho (100nmol/st). Não houve diferença 
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